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Sazetak

Uvod: Fokalna epilepsija (FE) je najceS¢i tip epilepsije koji je povezan sa rezistencijom na
antiepilepticke lekove (AEL) i perzistentnim napadima. Najznacajniji prediktor toka bolesti, kao i
odgovora na AEL, ali i ishod hirur§kog leCenja, je etiologija bolesti. Moderan koncept etioloske
kategorizacije obolelih se udaljio od dugogodisnje dogme bazirane na rigidnim i medusobno
isklju¢ivim kategorijama i dozvoljava preklapanje vise etioloskih kategorija definisanih razli¢itim
dijagnostickim modalitetima. Magnetna rezonancija (MR) mozga je nacinila klju¢ni korak u
razumevanju strukturne etiologije FE i omogucila razlikovanje bolesnika sa verovatno steCenom FE
(SFE) i onih sa nestecenom FE (NSFE) u kojoj znacajan upliv u nastanku bolesti imaju genetske
determinante. Sli¢no tome, sekvenciranje nove generacije (NGS) je, u¢iniv§i molekularno-geneti¢ko
testiranje pristupacnim i Siroko dostupnim, omogucilo akumulaciju znanja o doprinosu genskih
varijanti u nastanku FE, a samim tim i sloZenoj interakciji genetskih i strukturnih ¢inioca u nastanku
FE. U tom smislu je razumevanje zastupljenosti razli¢itih strukturnih etiologija kao i njihovom
odnosu sa familijarnom pojavom bolesti i viemenom pocetka epilepsije, koje su od ranije ustanovljeni
prediktori genetskog oboljenja, ali i akumulacija znanja o spektru genskih varijanti u nastanku FE i
njihovih klinickih i radioloskih korelacija kljucni za bolje razumevanje etiopatogeneze FE, a samim
tim 1 njene prognoze i ishoda lecenja.

Ciljevi: Ciljevi ove studije su bili (1) Utvrdivanje ucestalost NSFE u grupi pacijenata ispitivanih u
centru za epilepsiju zdravstvene ustanove tercijernog nivoa; (2) Utvrdivanje ucestalosti pozitivne
porodi¢ne anamneze na epilepsiju i srodne poremecaje medu pacijentima sa NSFE i SFE; (3)
Utvrdivanje klini¢kih i radioloskih karakteristika bolesnika sa NSFE i SFE; (4) Utvrdivanje klinickih
i radioloskih karakteristika bolesnika sa NSFE i to sa i bez pozitivne porodi¢ne anamneze; (5)
Utvrdivanje ucestalosti ultra-retkih varijanti u najée$¢im genima povezanim sa nastankom FE, u
ispitivanoj grupi pacijenata sa NSFE; (6) utvrdivanje klini¢kih, radioloskih i elektroencefalografskih
karakteristika nosilaca varijanti u selektovanim genima.

Metode: Analizirani su svi pacijenti ispitivani u Centru za epilepsije, Klinike za neurologiju,
Univerzitetskog klini¢kog centra Srbije U periodu izmedu 01. aprila 2008. i 01. novembra 2019.
godine. Ucinjena je retrospektivna studija preseka sa ugnjeZdenom molekularno-genetickom
studijom. Dijagnosticka evaluacija je podrazumevala visednevni video-elektroencefalografski
monitoring i MR mozga od 1,5T. Strukturna etioloska dijagnoza je definisana na osnovu MR nalaza,
dok je lobarna dijagnoza bazirana na principu podudarnosti rezultata evaluacije. Pacijenti oboleli od
nelezione fokalne epilepsije (NLFE), kao i oni oboleli od FE udruzene sa hipokampalnom sklerozom
(HS) ili kongenitalnom ili perinatalnom etiologijom (KPE) su klasifikovani kao oboleli od NSFE,
dok su oboleli od epilepsije udruzene sa tumorima, gliozom, autoimunim bolestima ili vaskularnim
malformacijama klasifikovani kao oboleli od SFE. Poredeno je prisustvo pozitivne porodi¢ne
anamneze na epilepsiju i srodna poremecaja kod srodnika do III stepena srodstva, starost na po¢etku
epilepsije kao 1 lobarna dijagnoza kod obolelih od NSFE i SFE, a poredeni su i bolesnici sa NSFE sa
1 bez porodicne anamneze. Sprovedena je ugnjezdena molekularno-geneticka analiza pomocu
[llumina NGS platforme pomocu panela po porudzbini koji je konstituisan od pet gena definisana kao
znacajni u nastanku FE u studiji Epi4dK (DEPDCS5, SCN1A, LGI1, GRIN2A i PCDH19), kao i
preostala dva gena koja uz DEPDCS5 konstituisu gene GATOR1 kompleksa (NPRL2 i NPRL3). U
ovu studiju je uklju¢eno 96 pacijenata sa klinickom sumnjom na epilepsiju izazvanu selektovanom
baterijom gena §to je podrazumevalo obolele od NLFE ili obolele od NSFE udruzene sa HS i fokalne
kortikalne displazije (FCD) sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom na epilepsiju i srodne poremecaje
je. Varijante od interesa (VOI) su identifikovane primenom algoritma Broad instituta. Klasifikacija
klinickog znacaja VOI vrSena je prema kriterijjumima Americkog koledZa za medicinsku genetiku 1
genomiku i Udruzenja za molekularnu patologiju. Klinicke i radioloske karakteristike nosioca
varijanti su poredene sa pacijentima koji nisu nosioci varijanti.



Rezultati: Medu 1345 konsekutivnih pacijenata Centra za epilepsije identifikovano je 965 pacijenata
sa dijagnozom FE od kojih je priblizno tri ¢etvrtine imalo NSFE (74,2%). Oboleli od NSFE su imali
duze trajanje bolesti (17 vs. 11 godina, p <0,001) i ¢eS¢e su imali epilepsiju temporalnog reznja (TLE)
u odnosu na pacijente sa SFE (42,6% vs. 34,0%, p < 0,001). Oboleli od NSFE su znac¢ajno ¢esc¢e imali
pozitivnu porodi¢nu anamnezu u odnosu na obolele od SFE kada su posmatrane sve dijagnoze (19,1%
vs. 9,2%, p < 0,001) kao i kada je posmatrana samo epilepsija (16,1% vs. 8,4%, p < 0,003) kod
srodnika. Pacijenti sa NLFE (23,7% vs. 9,2%, p <0,001) i HS (15,5% vs. 9,2%, p = 0,028) su znacajno
¢esce imali pozitivnu porodi¢nu anamnezu na epilepsiju i srodne poremecaje U odnosu na obolele od
SFE. Pacijenti sa SFE su imali najviSe dva obolela srodnika (tri pacijenta), dok su oboleli od NLFE
imali najvise sedam obolelih srodnika (dva pacijenta), oboleli sa HS (dva pacijenta) i KPE (jedan
pacijent) najvise Cetiri obolela srodnika. Oboleli od NSFE su znacajno ¢e$¢e bolovali od TLE (63,9%
vs. 47,5%, p < 0,001) i rede bolovali od ekstratemporalne epilepsije (ETLE, 36,1% vs. 52,5%, p <
0,001) u odnosu na pacijente sa SFE. Pacijenti sa NLFE su ¢eS¢e imali TLE (50,7%) dok su epilepsiju
frontalnog reznja (FLE) i epilepsiju posteriornog kvadranta (PQE) ¢es¢e imali pacijenti sa SFE
(26,8% i 23,5%, p < 0,001). Nije nadena statisti¢ki znacajna razlika u distribuciji lobarnih dijagnoza
kod pacijenata sa pozitivnom i negativnom porodicnom anamnezom na epilepsiju i srodne
poremecaje. Celokupna grupa pacijenata sa NSFE je imala znacajno raniji pocetak bolesti u odnosu
na pacijente sa SFE (13 vs. 18 godina, p < 0,001). Pacijenti sa HS (12 vs. 18 godina, p < 0,001) i KPE
(11 vs. 18 godina, p < 0,001) su imali znac¢ajno raniji pocetak bolesti u odnosu na pacijente sa SFE,
dok ova razlika nije bila statisticki znacajna izmedu grupe pacijenata sa NLFE i SFE (15 vs. 18
godina, p = 0,066). U celokupnoj grupi obolelih od NSFE (9 vs. 14 godina, p < 0,001), kao i u grupi
NLFE (12 vs. 17 godina, p < 0,001) i KPE (3 vs. 12,5 godina, p < 0,001) su pacijenti sa pozitivnhom
porodi¢énom anamnezom imali znacajno raniji pocetak bolesti, dok u grupi obolelih sa HS (6 vs. 13
godina, p = 0,086) kao i SFE (17 vs. 18 godina, p = 0,483) ova razlika nije bila statisticki znac¢ajna.
Sta vise, podetak bolesti kod pacijenata sa NSFE i pozitivnom porodi¢nom anamnezom je bio
najkasnije do 39. godine Zivota (NLFE do 34, HS do 39, KPE do 39, godine), dok je kod pacijenata
sa SFE bio do 44. godine. U grupi pacijenata sa negativnom porodi¢nom anamnezom, pacijenti sa
NSFE, NLFE i SFE su oboljevali do 79. godine, dok su pacijenti sa HS oboleli do 74, a oboleli od
KPE do 64. godine.

Sekvenciranjem sedam selektovanih gena registrovano je osam VOI kod ukupno 10 (10,4%)
pacijenata od kojih su sedam nove koje nisu prethodno registrovane u ClinVar ili GhnomAD. Pet
varijanti je klasifikovano kao verovatno patogeno, dve kao VUS i jedna kao verovatno benigna.
Ukupni dijagnosticki prinos ovako dizajniranog panela je iznosio 7,3%, dok je sekvenciranja gena
definisanih u Epi4K studiji imalo dijagnosticki prinos od 6,2%, a sekvenciranje gena GATOR1
kompleksa 3,1%. Pacijenti koji su bili nosioci varijanti se nisu znac¢ajno razlikovali po starosti, polu,
starosti na pocetku 1 trajanju bolesti, broju isprobanih AEL, ucestalosti febrilnih napada, povreda
glave, pojavi napada sa evolucijom u bilateralne toniCko-klonicke napade, klastera napada ili
epileptickog statusa u odnosu na pacijente koji nisu bili nosioci varijanti. Nosioci VOI su znacajno
¢eS¢e imali ETLE u odnosu na one koji nisu bili nosioci 1 kada su analizirani svi geni (60,0% Vs.
18,6%, p = 0,011), i kada su analizirani samo geni Epi4K grupe (62,5% vs. 19,3%, p = 0,020) ili
GATOR1 kompleksa (75,0% vs. 20,7%, p = 0,020), ali nisu nadene druge statisticki znacaje klinicke
niti radioloske razlike. Dve nove verovatno patogene varijante (jedna frameshift i jedna SNV
kanoni¢nog mesta splajsovanja) su definisane u DEPDC5 genu kod dve (2,2%) pacijentkinje od kojih
je jedna alelska sa ranije opisanom frameshift varijantom i ozna¢ava mogucu mutacionu vrucu tacku
koja zahteva dalje ispitivanje. Jedna nova verovatno patogena frameshift varijanta je definisana u
NPRL2 genu kod jedne (1,1%) pacijentkinje sa uspe$no operativno lecenom TLE udruzenom sa HS,
Sto predstavlja prvi opisani slucaj varijante u NPRL2 genu povezane sa HS. Jedna nova verovatno
patogena frameshift varijanta je definisana u SCN1A genu kod dva (2,2%) pacijenta koji nisu u
srodstvu koja sugeriSe postojanje moguce mutacione vruce tacke ili founder efekta u nasoj populaciji,
Sto zahteva dalje ispitivanje. Jedna nova verovatno patogena frameshift varijanta je definisana u
PCDH19 genu u mozai¢noj formi kod dva (2,2%) muska pacijenta koja sugeriSe postojanje moguce



mutacione vruce tacke koja zahteva dalje ispitivanje. Dve nove VUS su registrovane kod dva (2,2%)
pacijenta, jedna u NPRL3 i druga u GRIN2A genu, koje zahtevaju dalje ispitivanje. Jedna prethodno
opisana verovatno benigna varijanta je registrovana u GRIN2A genu kod jednog (1,1%) pacijenta.
Nije registrovana nijedna VOI u LGI1 genu.

Zakljuéci: Tri Cetvrtine obolelih od FE su imali NSFE. Pacijenti sa NSFE su ¢e$¢e imali pozitivhu
porodi¢nu anamnezu na epilepsiju i srodne poremecaje, nezavisno od stepena srodstva najblizeg
obolelog srodnika ili dijagnoze postavljene kod srodnika, kao i raniji pocetak bolesti, izuzev u grupi
obolelih od NLFE, §to posredno sugeriSe znacajan uticaj genetskih faktora u nastanku bolesti kod
obolelih od NSFE.

Ukupan dijagnosticki prinos sekvenciranja svih sedam gena medu pacijentima sa NSFE ili HS i KPE
sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom na epilepsiju i srodne poremecaje je bio 7,3%, dok je prinos
sekvenciranja gena definisanih u Epi4K studiji bio 6,2%, a sekvenciranje gena GATOR1 kompleksa
3,1%. Nosioci VOI su znacajno ¢esc¢e bolovali od ETLE u odnosu na pacijenta bez VOI, ali se nisu
znacajno razlikovali u drugim klini¢kim ili radioloskim karakteristikama. Identifikovano je pet novih
prethodno neopisanih patogenih varijanti (dve u DEPDC5 genu, jedna u NPRL3, jedna u SCN1A i
jedna u PCDH19 genu), dok u LGI1 genu nije identifikovana nijedna VOI. U na$oj studiji je pokazan
visok dijagnosticki prinos merljiv sa studijama u koje je uklju€en znacajno veci broj gena S$to
potvrduje opravdanost genetskog testiranja u adekvatno selektovanoj adultnoj populaciji pacijenata
primenom ove grupe gena.

Kljucéne reci: fokalna epilepsija, etiologija epilepsije, nesteCena fokalna epilepsija, genetika
epilepsije, fokalna kortikalna displazija, hipokampalna skleroza, neleziona fokalna epilepsija,
GATORL1, DEPDC5, NPRL2 NPRL3, SCN1A, PCDH19, GRIN2A, LGI1
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Abstract

Introduction: Focal epilepsy (FE) is the most common type of epilepsy associated with resistance to
antiepileptic drugs (AEDs) and persistent seizures. The most significant predictor of disease course,
response to AEDs, and the outcome of surgical treatment is the etiology of the disease. The modern
concept of etiological categorization has moved away from long-standing dogma based on rigid and
mutually exclusive categories, allowing for overlap between multiple etiological categories defined
by different diagnostic modalities. Brain magnetic resonance imaging (MRI) has been a key step in
understanding the structural etiology of FE, distinguishing patients with probably acquired FE (AFE)
and those with non-acquired FE (NAFE), where genetic determinants play a significant role in disease
onset. Similarly, next-generation sequencing (NGS), by making molecular-genetic testing accessible
and widely available, has enabled the accumulation of knowledge about the contribution of gene
variants to the onset of FE, and thus the complex interaction of genetic and structural factors in the
development of FE. In this sense, understanding the prevalence of different structural etiologies and
their relationship with familial occurrence of the disease, as well as the time of epilepsy onset, two
well established predictors of genetic disease, and the accumulation of knowledge about the spectrum
of gene variants in the onset of FE and their clinical and radiological correlations, are crucial for a
better understanding of the etiopathogenesis of FE, and thus its prognosis and treatment outcomes.

Objectives: The objectives of this study were (1) to determine the frequency of NAFE in a group of
patients examined at a tertiary epilepsy center; (2) to determine the frequency of a positive family
history of epilepsy and related disorders among patients with NAFE and AFE; (3) to determine the
clinical and radiological characteristics of patients with NAFE and AFE; (4) to determine the clinical
and radiological characteristics of patients with NAFE with and without a positive family history; (5)
to determine the frequency of ultra-rare variants in the most common genes associated with FE in the
examined group of patients with NAFE; (6) to determine the clinical, radiological, and
electroencephalographic characteristics of variant carriers in selected genes.

Methods: All patients examined at the Epilepsy Center, Clinic of Neurology, University Clinical
Center of Serbia between April 1, 2008, and November 1, 2019, were analyzed. A retrospective cross-
sectional study with an embedded molecular-genetic study was conducted. The diagnostic evaluation
included multi-day video-electroencephalographic monitoring and 1.5T brain MRI. Structural
etiological diagnosis was based on MRI findings, while lobar diagnosis was based on the principle of
concordant evaluation results. Patients with non-lesional focal epilepsy (NLFE), as well as those with
FE associated with hippocampal sclerosis (HS) or congenital or perinatal etiology (CPE), were
classified as having NAFE, while patients with epilepsy associated with tumors, gliosis, autoimmune
diseases, or vascular malformations were classified as having AFE. The presence of a positive family
history of epilepsy and related disorders in relatives up to the third degree, age at epilepsy onset, and
lobar diagnosis in patients with NAFE and AFE were compared, as were NAFE patients with and
without a family history. We also conducted a nested molecular genetic analysis utilized the Illumina
NGS platform with a custom-designed panel consisting of five genes defined as significant in the
occurrence of Focal Epilepsies (FE) in the Epi4K study (DEPDCS5, SCN1A, LGI1, GRIN2A, and
PCDH19), as well as the remaining two genes that, along with DEPDCS5, constitute the GATOR1
complex genes (NPRL2 and NPRL3). This study included 96 patients with clinical suspicion of FE
associated with selected genes, which included patients with non-lesional FE (NLFE) or those with
NAFE associated with hippocampal sclerosis (HS) or focal cortical dysplasia (FCD) and a positive
family history of epilepsy and related disorders. Variants of interest (VOI) were identified using the
Broad Institute pipeline. The classification of the clinical significance of VOI was done according to
the criteria of the American College of Medical Genetics and Genomics and the Association for
Molecular Pathology. The clinical and radiological characteristics of variant carriers were compared
with patients who were not carriers of variants.



Results: Among 1345 consecutive patients evaluated at the Epilepsy Center, 965 patients with a
diagnosis of FE were identified, of whom approximately three-quarters had NAFE (74.2%). Patients
with NAFE had a longer duration of illness (17 vs. 11 years, p < 0.001) and more frequently had
temporal lobe epilepsy (TLE) compared to patients with AFE (42.6% vs. 34.0%, p < 0.001). Patients
with NAFE significantly more often had a positive family history compared to those with AFE when
considering all diagnoses (19.1% vs. 9.2%, p < 0.001), as well as when considering only epilepsy
(16.1% vs. 8.4%, p < 0.003) among relatives. Patients with NLFE (23.7% vs. 9.2%, p < 0.001) and
HS (15.5% vs. 9.2%, p = 0.028) significantly more often had a positive family history of epilepsy and
related disorders compared to those with AFE. Patients with AFE had a maximum of two affected
relatives (three patients), while those with NLFE had a maximum of seven affected relatives (two
patients), those with HS (two patients), and CPE (one patient) had a maximum of four affected
relatives. Patients with NAFE significantly more often had TLE (63.9% vs. 47.5%, p < 0.001) and
less frequently had extratemporal lobe epilepsy (ETLE, 36.1% vs. 52.5%, p < 0.001) compared to
patients with AFE. Patients with NLFE more often had TLE (50.7%), while frontal lobe epilepsy
(FLE) and posterior quadrant epilepsy (PQE) were more common in patients with AFE (26.8% and
23.5%, p < 0.001). No statistically significant difference in the distribution of lobar diagnoses was
found in patients with a positive and negative family history of epilepsy and related disorders. The
overall group of patients with NAFE had a significantly earlier onset of disease compared to patients
with AFE (13 vs. 18 years, p < 0.001). Patients with HS (12 vs. 18 years, p < 0.001) and CPE (11 vs.
18 years, p <0.001) had a significantly earlier onset of disease compared to patients with AFE, while
this difference was not statistically significant between the group of patients with NLFE and AFE (15
vs. 18 years, p = 0.066). In the overall group of patients with NAFE (9 vs. 14 years, p < 0.001), as
well as in the NLFE group (12 vs. 17 years, p < 0.001) and CPE group (3 vs. 12.5 years, p < 0.001),
patients with a positive family history had a significantly earlier onset of disease, while in the HS
group (6 vs. 13 years, p = 0.086) and AFE group (17 vs. 18 years, p = 0.483), this difference was not
statistically significant. Furthermore, the onset of disease in all patients with NAFE and a positive
family history was by the age of 39 (NLFE by 34, HS by 39, CPE by 39 years), while in patients with
AFE, it was by the age of 44. In the group of patients with a negative family history, patients with
NAFE, NLFE, and AFE had disease onset by age 79, while patients with HS had it until the age of
74, and those with CPE until the age of 64.

Sequencing of seven selected genes identified eight VOIs in a total of 10 (10.4%) patients, seven of
which were novel and not previously recorded in ClinVVar or GnomAD. Five variants were classified
as likely pathogenic, two as variants of uncertain significance (VUS), and one as likely benign. The
overall diagnostic yield of this designed panel was 7.3%, while the sequencing of genes defined in
the Epi4K study had a diagnostic yield of 6.2%, and sequencing of genes of the GATOR1 complex
had a yield of 3.1%. Variant carriers did not significantly differ in age, gender, age at onset, disease
duration, the number of tested AEDs, frequency of febrile seizures, head injuries, occurrence of focal
to bilateral tonic-clonic seizures, seizure clusters, or epileptic status compared to patients who were
not variant carriers. Variant carriers significantly more often had ETLE compared to non-carriers,
whether analyzing all genes (60.0% vs. 18.6%, p = 0.011), or only genes of the Epi4K group (62.5%
vs. 19.3%, p = 0.020), or GATOR1 complex genes (75.0% vs. 20.7%, p = 0.020). Two new likely
pathogenic variants (one frameshift and one canonical splice site single nucleotide variant) were
identified in DEPDCS5 in two (2.2%) patients, one of which was allelic with a previously described
frameshift variant, indicating a possible mutational hot spot requiring further investigation. One new
likely pathogenic frameshift variant was identified in the NPRL2 gene in one (1.1%) patient with
successfully surgically treated TLE associated with HS, representing the first reported case of a
variant in the NPRL2 gene associated with HS. One new likely pathogenic frameshift variant was
identified in the SCN1A gene in two (2.2%) unrelated patients, suggesting the presence of a possible
mutational hot spot or founder effect in our population, requiring further investigation. One new likely
pathogenic frameshift variant in mosaic form was identified in the PCDH19 gene in two (2.2%) male
patients, also suggesting the presence of a possible mutational hot spot requiring further investigation.



Two new VUS were recorded in two (2.2%) patients, one in the NPRL3 and the other in the GRIN2A
gene, requiring further investigation. One previously described likely benign variant was recorded in
the GRIN2A gene in one (1.1%) patient. No VOIs were identified in the LGI1 gene.

Conclusion: Three-quarters of FE patients had NAFE. Patients with NAFE more often had a positive
family history of epilepsy and related disorders, regardless of the degree of relationship with the
closest affected relative or the diagnosis established in relatives, as well as an earlier onset of disease,
except in the group of patients with NLFE, indirectly suggesting a significant influence of genetic
factors in the onset of disease in patients with NAFE. The overall diagnostic yield of sequencing all
seven genes among patients with NAFE or HS and CPE with a positive family history of epilepsy
and related disorders was 7.3%, while the yield of sequencing genes defined in the Epi4K study was
6.2%, and sequencing of GATOR1 complex genes had a yield of 3.1%. Variant carriers more often
had ETLE compared to patients without variants but did not significantly differ in other clinical or
radiological characteristics. Five new previously undescribed pathogenic variants were identified
(two in the DEPDCS5 gene, one in NPRL3, one in SCN1A, and one in the PCDH19 gene), while no
VOIs were identified in the LGI1 gene. Our study demonstrated a high diagnostic yield comparable
to studies involving a significantly larger number of genes, confirming the justification of genetic
testing in adequately selected adult patient populations using this gene group.

Keywords: focal epilepsy, epilepsy etiology, non-acquired focal epilepsy, epilepsy genetics, focal
cortical dysplasia, hippocampal sclerosis, non-lesional focal epilepsy, GATOR1, DEPDC5, NPRL2
NPRL3, SCN1A, PCDH19, GRIN2A, LGI1
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1 Uvod

1.1 Definicija fokalne epilepsije

Epilepsija je mozdano oboljenje koju karakteriSe dugoro¢na predispozicija za pojavu
epilepti¢kih napada, kao i neurobioloske, kognitivne, psiholoske i socijalne posledice ovakvog stanja.
Postavljanje dijagnoze epilepsije zahteva pojavu barem jednog epileptickog napada koji
podrazumeva prolaznu pojavu znakova ili simptoma usled preterane, abnormalne i sinhrone
neuronalne aktivnosti u mozgu (Fisher et al., 2014, 2005).

Generalizovani [ Neklasifikovani Etiologija

napad (GN) napad (NN)
»

=

=)

= TIPOVI EPILEPSIJE A,
I~ Kombinov. .

& Fokalna Generalizovana ge;:al?zlg:r:ﬁ: ; | Neklasifikovana :

g epilepsija (FE) epilepsija (GE) | fokalna epilepsija | SPHEPSUA(NE) M| Metabolicka
g (KGFE)

M

m
EPILEPTICKI SINDROMI /

-

Slika 1 Moderan koncept dijagnoze epilepsije, adaptirano iz Scheffer et. al. 2017

Kako se radi o heterogenoj grupi oboljenja, dijagnosticki postupak, sem razlikovanja
epilepsije od drugih bolesti ¢ija su 0snovna manifestacija repetitivni paroksizmalni dogadaji,
podrazumeva i §to blizu definiciju same bolesti. U ovom procesu okosnicu dijagnoze Cini razlikovanje
fokalne (FE) od generalizovane epilepsije (GE). Dihotomija FE nasuprot GE je centralna tema
epileptoloskih razmatranja jo§ od vremena Hughlings Jackson-a (York and Steinberg, 2009), iako je
jos tada bilo jasno da se neki entiteti ne mogu strogo klasifikovati u jednu od ove dve kategorije. Ipak,
kategorizacija pacijenata u jednu od ova dva ekstrema ostaje nepromenjena nove klasifikacije napada
i epilepsija Medunarodne lige za borbu protiv epilepsije (eng. International League Against Epilepsy,
ILAE) iz 2017. godine (Scheffer et al., 2017). Moderan koncept dijagnoze epilepsije, baziran na ovoj
klasifikaciji, pocinje sa tri koraka (Slika 1). Prvi je razlikovanje tipa napada, Sto pociva na
prepoznavanju da napad pocinje u neuronalnoj mrezi ograni¢enoj na jednu hemisferu kod fokalnih
napada (FN) ili u vidu brzog simultanog Sirenja epilepticke aktivnosti kroz neuronalnu mrezu koja
obuhvata obe velikomozdane hemisfere kod generalizovanih napada (GN). Napadi za koje nema
odgovarajucih podataka da bi bili pravilno klasifikovani je odreden termin neklasifikovani napadi
(NN) (Fisher et al., 2017). Pravilna klasifikacija svih napada prisutnih kod pacijenta omogucava
definisanje tipa epilepsije — generalizovane, fokalne ili kombinovane generalizovane i fokalne
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epilepsije (KGFE) koja ima elemente oba ova entiteta. Ovom tipu epilepsije, prema sada$njem
shvatanju pripadaju neki ve¢ opisani i poznati entiteti koji su do sada svrstavani medu GE, kao §to je
Lennox-Gastaut sindrom. Za obole kod kojih nije moguce definisati tip epilepsije je zadrzana
kategorija neklasifikovane epilepsije (NE).

e GENERALIZOVANA EPILEPSIA

— FOKA;NA EPILEPSUKE g

PRAG ZA
POJAVU - E
NAPADA s )
/
NIVO .
EPILEPTOGENOSTI

FRONTALNO CENTRAINO OKCIPITAINO TEMPORALNOJ FRONTALNO CENTRAINO OKCIPITAINO TEMPORALNO
LEVA HEMISFERA DESNA HEMISFERA

Slika 2 Graficki prikaz nivoa epileptogenosti kod pacijenta sa levom okcipitalnom fokalnom epilepsijom i pacijenta sa
generalizovanom epilepsijom, adaptirano iz Llders et al., 2009

Razdvajanje epilepsija na FE 1 GE pociva na patotizioloskoj premisi da u osnovi GE stoji
visoka bazicna epileptogenost koja podjednako zahvata sve delove mozga i koja je verovatno genetski
determinisana, dok kod FE postoji relativno niska bazi¢na epileptogenost ¢itavog mozga uz prisutan
kauzalni faktor (naj¢esce leziju), koji selektivno povecava epileptogenost ograni¢enog mozdanog
regiona (Slika 2). Medutim, realnost je da izmedu ova dva ekstrema postoji kontinuum u kome su
moguce sve gradacije. Ipak, ve¢ina obolelih se po svojim karakteristikama moze grupisati u blizini
jedne od ove dve krajnosti (Llders et al., 2009).

FE karakteriSe pojava FN koji, kao $to je pomenuto, nastaju u okviru mreze ograni¢ene na
jednu hemisferu. Pod ovim terminom se podrazumeva epilepsija sa samo jedim fokusom, kao i
multifokalna epilepsija ili ¢ak epilepsija ¢iji fokus obuhvata ¢itavu hemisferu. lako FN imaju fokalni
pocetak, oni mogu evoluirati u bilateralne tonicko-klonicke napade koji se tokom kasnije evolucije
ni po ¢emu ne mogu razlikovati od GN. Nasuprot tome, mesto pocetka GN moze biti kortikalno,
subkortikalno ili obuhvatati i kortikalne i subkortikalne strukture, ali se uvek karakterise vec
pomenutim brzim simultanim zahvatanjem obe velikomozdane hemisfere. Elektroencefalografsko
(EEG) obelezje FE su fokalne epileptiformne promene, a pomocu neurovizuelizacionih metoda je
kod najveceg broja pacijenata moguce odrediti 1 leziju kojom se bolest moze i etioloski definisati
(Scheffer et al., 2017).

Slede¢i korak u postavljanju dijagnoze podrazumeva analizu vremena pocetka bolesti, tipova
napada, dinamike njihove pojave, odgovora na terapiju i drugih klinickih i paraklini¢kih elemenata i
definisanje epileptickog sindroma u okviru odgovarajuceg tipa epilepsije. Dijagnoza epilepsije je



potpuna po identifikaciji pratecih komorbiditeta, kao $to su npr. udruzeni kognitivni ili psihijatrijski
poremecaji, i odredivanju etiologije bolesti (Falco-Walter et al., 2018).

1.2 Epidemiologija fokalne epilepsije
1.2.1 Incidencija fokalne epilepsije

Incidencija epilepsije u razvijenim zemljama Evrope i Severne Amerike se kre¢e u rasponu
od 30 do 70 novoobolelih na 100 000 stanovnika godisnje (Annegers et al., 1999; Christensen et al.,
2007; Forsgren et al., 1996; Hauser et al., 1993; Olafsson et al., 2005). Rezultati velike meta analize
pokazuju da ona prosecno iznosi 43,4 na 100 000 godisnje, dok je u zemljama u razvoju ona nesto
veca (68,7 na 100 000 godisnje) (Kotsopoulos et al., 2002). Ovo odstupanje je najverovatnije
posledica slabijih sanitarnih uslova zbog kojih su infektivne bolesti ¢esti uzroci epilepsije u Juznoj
Americi i Africi, mada se ne moze iskljuciti ni uticaj ograni¢enog pristupa le¢enju (Neligan et al.,
2012). Kumulativna incidencija epilepsije iznosi oko 1% do 15, oko 2% do 55, oko 3,5% do 75 i oko
4,5% do 85. godine zivota, $to znaci da ¢e priblizno svaka 25. osoba oboleti od epilepsije u nekom
trenutku u svom zivotu (Forsgren et al., 1996; Hauser et al., 1993; Olafsson et al., 2005). Starosna
distribucija incidencije se moze predstaviti bimodalnom krivom (Slika 3), $to se stabilno odrzava u
svim epidemioloskim studijama kako u razvijenom svetu, tako i zemljama u razvoju od sredine XX
veka do danas. Najveca incidencija epilepsije je pokazana tokom prve godine Zivota (130,2 na 100
000 godisnje) i kod starijih od 65 godina (110,5 na 100 000 godisnje) (Olafsson et al., 2005).
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Slika 3 Starosna distribucija incidencije epilepsije, prvog neprovocirang napada i svih neprovociranih napada na
Islandu od 1995. do 1999. godine, adaptirano iz Olafsson et al., 2005

Poslednjih decenija zapazeno je da incidencija u decjoj populaciji pada dok u starijoj
populaciji raste, verovatno uslovljena povecanim prezivljavanjem bolesnika sa mozdanim udarom
kao obolelih od tumora mozga, koji su najces¢i uzrok epilepsije u ovoj populaciji. Kao posledicu
ovog trenda u rocesterskom registru se odrzava stabilna ukupna incidencija epilepsije tokom 50
godina uz pad incidencije kod mladih od 10 godina od ¢ak 40%, dok je u starijoj populaciji gotovo
udvostruc¢ena u periodu od 1967. i 1984. godine (Hauser et al., 1993; Hauser and Kurland, 1975).
Naspram tome, u finskom registru je zabelezen ukupan pad incidencije sa 71,6 na 52,9 na 100 000
godisnje izmedu 1986. 1 2002. godine (Sillanp&a et al., 2011).

U vecini studija su FN bili nesto ¢es¢i od GN i javljali se kod oko 55% pacijenata
(Kotsopoulos et al., 2002). Najcesci tip napada je bio FN sa pomucenjem svesti (36%) (Hauser et al.,
1993). U manjem broju studija je pokazana veca ucestalost GN (Neligan et al., 2012). Medutim, meta
analiza viSe studija sa evropskog kontinenta je nasla da su kod ¢ak 69% pacijenata ¢iji napadi su na



osnovu anamenstickih podataka klasifikovani kao GN, nadene fokalne EEG promene koje sugerisu
dijagnozu FE (Forsgren et al., 2005). Verovatno se u velikoj veéini ovih slu¢ajeva radilo o FN sa
kasnijom evolucijom u bilateralne toni¢ko-kloni¢ke napade koji su pogresno klasifikovani usled
oskudnih podataka i neujednacene taksonomije.

Malo studija je izucavalo incidenciju FE kao samostalnog entiteta. U ro¢esterskom registru,
incidencija FE je bila 34,9 na 100 000 godisnje. Incidencija tzv. kriptogene FE, pod kojom se
podrazumeva bolest neutvrdene ali pretpostavljene strukturne ili metabolicke etiologije, je bila 17,5
na 100 000 godisnje. Ona je ujedno bila i najcesci tip epilepsije. Druga po ucestalosti je bila tzv.
simptomatska FE (17,2 na 100 000 godiSnje), dok je incidencija idiopatske FE bila svega 0,2 na 100
000 stanovnika godisnje (Zarrelli et al., 1999). Islandska studija je nasla daleko manju ukupnu
incidenciju svih FE od 18,6 na 100 000 godi$nje, iako je ona i dalje bila ¢es¢a od GE. Bolest kod ¢ak
40% registrovanih pacijenta klasifikovana kao NE. Incidencija kriptogene FE i simptomatske FE bila
ujednacena (8,6 vs. 8,4 na 100 000 godis$nje), dok je nadena proporcionalno veca incidencija
idiopatske FE (1,6 na 100 000 godisnje) (Olafsson et al., 2005). U populacionoj studiji sprovedenoj
na Martiniku u Francuskim Karibima, nadena je incidencija FN od 20,0 dok je incidencija GN bila
51,4 na 100000 godisnje, verovatno jer su u zajednicku analizu bili ukljuéeni i akutni simptomatski
napadi koji su najcesée generalizovani. Ista studija je pokazala najvecu incidenciju FN kod starijih
od 85 godina (114,5 na 100 000 godisnje), a najmanju u uzrastu od 15 do 34 godine (8,7 na 100 000
godisnje) (Jallon et al., 1999).

1.2.2 Prevalencija fokalne epilepsije

Prevalencija aktivne epilepsije u zemljama Evrope i Severne Amerike se kre¢e izmedu 4 i 10
na 1000 stanovnika (Sander, 2003). Sistemskim pregledom je pronadeno da prevalencija epilepsije u
Evropi varira u rasponu od 3,3 do 7,8 na 1000, sa medijanom od 5,2 na 1000 (Forsgren et al., 2005).
Najniza prevalencija zabeleZena je na Siciliji (Rocca et al., 2001), verovatno usled prikrivanja
dijagnoze. U rocesterskom registru je prevalencija u desetogodis$njim intervalima tokom 50 godina
pracenja varirala izmedu 2,7 i 6,8 na 1000 stanovnika (Hauser et al., 1991). Nasuprot tome, u
zemljama JuZzne Amerike nadena je medijana doZivotne prevalencije od 17,8 na 1000 stanovnika 1
medijana prevalencije aktivne epilepsije 12,4 na 1000 stanovnika (Burneo et al., 2005), dok je u
Subsaharskoj Africi 15 na 1000 stanovnika, ali uz raspon veliki raspon vrednosti (5,2-70,0 na 1000)
(Preux and Druet-Cabanac, 2005). Sistemski pregled podataka iz 12 azijskih zemalja naSao je
medijanu doZivotne prevalencije epilepsije 0d 6 (1,5-14,0) na 1000 stanovnika (Mac et al., 2007) koja
se ne razlikuje zna€ajno u odnosu na rezultate iz evropskih 1 severnoamerickih zemalja. Meta
analizom 20 studija prevalencije u Indiji su dobijeni sli¢ni rezultati (5,6 na 1000) (Sridharan and
Murthy, 1999).

U zemljama u razvoju postoji velika razlika u prevalenciji epilepsije u urbanim i ruralnim
sredinama. Tako je u ruralnom Ekvadoru prevalencija 15,4 nasuprot 9,1 na 1000 u urbanim naseljima
(Placencia et al., 1992), dok je u ruralnom Pakistanu i Turskoj prevalencija ¢ak duplo veca u odnosu
na urbana naselja u istim zemljama (Aziz et al., 1997). Ovaj disparitet je barem delimi¢no posledica
etioloskih razlika koje su ranije pominjane, ali su verovatno po sredi i socioekonomski faktori koji
utiCu na dostupnost zdravstvene zaStite. Naime, u velSkoj studiji je pokazana snazna korelacija
izmedu epilepsije 1 socijalne deprivacije (r = 0,75), dok je u islandskoj studiji pokazan povecan rizik
od oboljevanja od epilepsije kod osoba sa niskim stepenom obrazovanja (OR 2,29, 95% CI 1,21-4,34)
(Hesdorffer et al., 2005). Stoga je moguce da je razlika u prevalenciji izmedu ruralnih i urbanih
sredina barem delimi¢no posledica socioekonomskog statusa. Medutim, priroda ove nije sasvim
razjasnjena i iako je u islandskoj studiji sugerisano da je socijalna deprivacija faktor rizika za nastanak
epilepsije, u drugim studijama je pokazano da se ona moze javiti i kao njena posledica (Morgan et
al., 2000).



Prevalencija epilepsije opada sa staros$cu, $to je pokazano i jednim sistematskim pregledom u
kome je najvisa prevalencija nadena u uzrasnoj grupi 0-19 godina (5,5 na 1000), dok je kod starijih
od 60 godina ona bila 4,7 na 1000 (Forsgren et al., 2005). Ipak, vazno je istaci da je su tri od devet
studija ukljuc¢enih u analizu pokazale vecu prevalenciju kod starih (Luengo et al., 2001; Olafsson and
Hauser, 1999; Rocca et al., 2001). Moguce je da su ovakvi kontradiktorni rezultati posledica
metodoloskih ograniCenja tipi¢nih za studije prevalencije epilepsije u gerijatrijskoj populaciji. Stariji
od 60 godina imaju povecan rizik za nastanak epilepsije zbog velike ucestalosti bolesti koje donje
mogu dovesti, ali je uprkos tome epilepsija Cesto neprepoznata i pogresno dijagnostikivana.
Verovatno je razlog tome prisustvo visestrukih komorbiditeta koji se mogu manifestovati
paroksizmalnim dogadajima ili gubicima svesti te su paroksizmalne epizode kod ovih bolesnika ¢esto
pogresno dijagnostikovane kao neepilepti¢ke. Zbog toga je njena prevalencija u studijama verovatno
potcenjena (Beghi and Giussani, 2018).

Veéina studija je nasla veéu ucestalost FE, od koje je obolelo od 33% do 65% svih osoba sa
epilepsijom, u odnosu na GE (17-60% obolelih) i NE (2-8% obolelih) (Forsgren et al., 2005). Ovde
je vazno napomenuti da je vec¢ina velikih epidemioloskih studija radeno pre uvodenja kategorija
KGFE. U ovu grupu bi smo danas svrstali bolesti koje su tradicionalno klasifikovane kao GE (kao
Sto je npr. Lennox Gastaut sindorm), zbog ¢ega je ucestalost GE u ovim studijama verovatno
precenjena. Disparitet izmedu zastupljenosti FE i GE raste sa staro$c¢u, tako da je u roterdamskoj
studiji nadeno da 73% obolelih od epilepsije starijih od 55 godina boluje od FE (de la Court et al.,
1996). Sistemski pregled evropskih studija prevalencije je nasao FN kod 55-83% obolelih, GN kod
6-32% i NN kod 8-20% odraslih (Forsgren et al., 2005). U pedijatrijskoj populaciji je pak nadeno 42-
60% obolelih od FE, 30-58% od GE i 1-5% od NE, tako da je u ovoj populaciji veéi udeo GE
posledica manjeg udela pacijenata sa NE nego onih sa FE.

1.2.3  Prirodni tok lecene fokalne epilepsije

Prema prakti¢noj definiciji epilepsije ILAE iz 2014, dijagnoza epilepsije se moze postaviti
nakon dva spontana epilepti¢ka napada nastala sa vremenskim razmakom vec¢im od 24 h ili nakon
jednog spontanog epileptickog napada, ukoliko postoji verovatnocéa recidiva napada veca od 60%,
kolika je nakon dva spontana napada (Fisher et al., 2014). Rizik od recidiva nakon prvog spontanog
napada oko 30% i on najce$¢e nastupa tokom prve godine pracenja. Medutim postojanje
epileptiformno izmenjenog EEG, epileptogene lezije na magnetnoj rezonanciji (MR) mozga ili
kognitivnog poremecaja povecava ovaj rizik i1 opravdava postavljanje dijagnoze i uvodenje terapije
ve¢ nakon prvog napada (Hauser et al., 1998).

Prospektivno pracena kohorta pacijenta sa epilepsijom obolelih u pedijatrijskom uzrastu u
Finskoj je nakon 45 godina pokazala da vecina pacijenta postize dugoro¢nu i stabilnu remisiju
(Sillanpé&a et al., 2015). Medu prezivelim pacijentima 61% je bio u terminalnoj desetogodisnjoj
remisiji, a ¢ak 43% je bilo u remisiji bez antiepileptickih lekova (AEL). Kljuéna determinanta
prognoze je bila etiologija bolesti tako da je nakon 45 godina pracenja, 95% obolelih od idiopatske i
72% obolelih od kriptogene epilepsije bilo u terminalnoj desetogodi$njoj remisiji, dok je to postiglo
samo 47% obolelih od simptomatske epilepsije. Sta vise, 81% obolelih od idiopatske, 63% od
kriptogene i svega 25% obolelih od simptomatske epilepsije je bilo u terminalnoj desetogodi$njoj
remisiji bez EL (Slika 4). Medutim, u ovoj studiji nisu razlikovani obolelih od FE i GE zbog ¢ega je
u odredenim grupama sagledana vrlo heterogena populacija pacijenata.
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Slika 4 Stopa terminalne remisije u finskoj kohorti prema etiologiji epilepsije, adaptirano iz Sillanpaé et al., 2015

Dobar marker prirodnog toka epilepsije je njen odgovor na farmakoloSko lecenje. U
seminalnom istrazivanju Kwan-a i Brodie-a sprovedenom u Glazgovu u Skotskoj utvrdeno je da je
nakon neuspeha dva antiepilepti¢ka leka verovatnoca remisije sa svakim slede¢im uvedenim lekom
manja od 5% (Kwan and Brodie, 2000). Samim tim, sa velikom verovatnoCom je moguce
identifikovati pacijente sa farmakorezistentnom epilepsijom (FRE) ve¢ tokom prve godine le¢enja.
Daljim prospektivnim pra¢enjem glazgovske kohorte izmedu 1982. 1 2008. godine (medijana pracenja
7,5 godina, IQR 4,7-12,0) pokazano je da prirodan tok lecene epilepsije moze imati jedan od Cetiri
obrasca (Slika 5). Prvi, oznacen kao obrazac A, u kome su pacijenti ulazili u remisiju tokom prvih
Sest meseci nakon uvodenja prve AEL, je imalo 408/1098 (37%) pacijenata. Obrazac B po kome su
pacijenti ulazili u dugoro¢nu remisiju nakon vise od Sest meseci od uvodenja AEL je zabelezen kod
246, odnosno 22% pacijenata. Kod 172 (16%) pacijenata je opisan obrazac C po kome su pacijenti,
nakon ulaska u inicijalnu remisiju tokom prvih 6 meseci, imali relaps napada i nisu ostajali u stabilnoj
remisiji. Poslednji obrazac D je obuhvatao 272 (25%) pacijenata koji nikada nisu postigli remisiju
napada (Brodie et al., 2012).

Na zalost, ovakav obrazac odgovora na AEL se nije zna¢ajno menjao od druge polovine XX
veka do danas, uprkos razvoju velikog broja novih lekova za le¢enje epilepsije (Loscher and Schmidt,
2011). Sander je jos 1993. godine predlozio klasifikaciju obolelih od epilepsije u 4 kategorije (Sander,
1993). U prvoj grupi koja obuhvata 20-30% svih obolelih je prognoza odlicna sa velikom
verovatno¢om spontane remisije. Ova grupa obuhvata obolele od samoogranicenih epileptickih
sindroma neonatalnog, infantilnog i de¢jeg perioda i refleksne epilepsije. Dobru prognozu ima oko
30-40% svih obolelih, medu kojima su mnogi oboleli od FE ili decje apsansne epilepsije. Kod ove
grupe pacijenta se ocekuje dobra kontrola napada uz upotrebu AEL kao i velika verovatnoca
dugoroc¢ne remisije nakon iskljucivanja terapije U trecoj grupi je 10-20% svih obolelih sa nesigurnom
prognozom koja podrazumeva nepredvidiv odgovor na AEL 1 malu verovatno¢u dugoro¢ne remisije
nakon ukidanja terapije. U ovoj grupi su oboleli od juvenilne mioklonicke epilepsije i ve€ina obolelih
od fokalne epilepsije. Poslednjoj grupi pripada oko 20% obolelih od epilepsije koji imaju losu
prognozu. Kod ovih pacijenata se napadi odrzavaju uprkos primeni AEL, a medu njima su oboleli od
progresivnih ili kongenitalnih neuroloskih oboljenja pracenih epilepsijom, ali i mnogi oboleli od FE.
Ovakva struktura obolelih je u velikoj meri nepromenjena do danas uprkos razvoju novih
dijagnostickih i terapijskih mogucénosti (Beghi, 2020).
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Tip napada i epilepsije moze uticati na njenu prognozu. Nakon 20-godiSnjeg pracenja
pacijenta u Rocesteru, 74% obolelih je bilo u petogodisnjoj remisiji (Annegers et al., 1979). Medu
obolelima od GE, 85% onih sa bilateralnim motornim i 80% obolelih sa apsansnim napadima je imalo
petogodis$nju remisiju, dok je to postiglo svega 65% obolelih od FE. Kada su posebno analizirani
pacijenti u remisiji nakon obustave AEL nadena je verovatnoca remisije preko 50% za obolele od GE
i svega 35% za obolele od FE. Sli¢ni rezultati dobijeni su analizom finske kohorte nakon 40-godisnjeg
pracenja — 87% obolelih od GE i svega 66% obolelih od FE je bilo u petogodisnjoj terminalnoj
remisiji (Sillanpad and Schmidt, 2006). U istoj studiji je praceno 90 pacijenata nakon obustave AEL
koji su bili u stabilnoj petogodisnjoj remisije na AEL. Medu njima 33 je imalo relaps bolesti, a kod
osmoro je ponovno uvedena AEL. Interesantno je da su medu njima samo dva pacijenta usla u
remisiju nakon ponovnog uvodenja AEL. Medu preostalih Sest pacijenata sa perzistentnim napadima
na AEL je bio jedan pacijent sa prethodnim West-ovim sindromom, dok su preostalih pet imali FE.
U pedijatrijskoj populaciji, rani razvoj farmakorezistencije (tokom prvih 18 meseci pracenja) je
najcesce opserviran kod obolelih od simptomatske GE (33%). Druga najcesca epilepsija medu FRE
je bila FE sa 13% (Berg et al., 2001). Mozemo dakle zakljuciti da FE ne samo da ima losiji odgovor
na AEL u odnosu na GE, vec¢ je verovatnoca njene dugogodisnje remisije bez upotrebe AEL daleko
manja.

1.2.4 Mortalitet u fokalnoj epilepsiji

Oboleli od epilepsije imaju veéi rizik od smrti u odnosu na opstu populaciju. Podaci o
mortalitetu u epilepsiji dobijeni iz razli€itih izvora variraju u Sirokom rasponu. Standardizovani odnos
mortaliteta (eng. standardized mortality ratio, SMR), mera poveéanog rizika od smrti u odnosu na
opstu populaciju istog uzrasta, u razvijenim zemljama varira izmedu 1,6 i 4,1 (Neligan et al., 2012).
Podaci iz bolnic¢kih kohorti pokazuju vrednosti od 1,9 do 5,1, dok su oni nadeni u populacionim
registrima obi¢no manji (izmedu 1,3 i 3,1) (Shackleton et al., 2002). U zemljama u razvoju SMR je
veéi i krece se u rasponu od 1,3 do ¢ak 7,2 (Neligan et al., 2012). U vecini studija naden je ve¢i SMR



kod muskaraca i kretao se izmedu 1,4 1 2,7, dok je kod Zena bio izmedu 1,0 i 2,3 (Hauser et al., 1980;
Lindsten et al., 2000; Olafsson et al., 1998).

Povecana smrtnost od epilepsije je vec¢a kod dece i najveca je tokom prve dve godine od
postavljanja dijagnoze, medutim najveéi deo inicijalnog rizika nije posledica same epilepsije vec
bolesti koja je uzrokuje (Loiseau et al., 1999). Podaci iz ro¢esterskog registra pokazuju postepeni pad
SMR tokom prvih 10 godina od postavljanja dijagnoze, nakon ¢ega on ponovo raste da bi nakon 25
godina bolesti dostigao vrednosti slicne onim tokom inicijalnih godina (Hauser et al., 1980). Sli¢ni
podaci su nadeni i u $vedskoj studiji (Lindsten et al., 2000). Kasni porast SMR je verovatno posledica
faktora vezanih za samu bolest kao Sto su ucestalost i1 tezina napada i dugorocna izlozenost AEL
(Forsgren and Sillanpad, 2012). Sveukupno, epilepsija dovodi do skracenja Zivotnog veka od oko 2
godine kod obolelih sa idiopatskom ili kriptogenom epilepsijom, i ¢ak 10 godina kod obolelih od
simptomatske epilepsije (Gaitatzis et al., 2004). Sta vise, SMR nije zna¢ajno drugaciji danas u odnosu
na onaj u studijama iz sredine XX veka, uprkos unapredenju lecenja epilepsije i produzenja Zivotnog
veka kod vecine obolelih. Ovo se verovatno moze objasniti poveéanim prezivljavanjem obolelih od
mozdanog udara medu kojima kod mnogih epilepsija ostaje kao sekvela i koji ¢ine sve veci udeo
obolelih od epilepsije (Neligan et al., 2010).

Medu uzrocima smrti u razvijenim zemljama dominiraju uzroci koji nisu vezani za epilepsiju
kao Sto su pneumonia, cerebrovaskularne i maligne bolesti. Nasuprot tome, uzroci smrti obolelih od
epilepsije u zemljama u razvoju su najcesce vezani za epilepsiju, kao $to su epilepticki status, povrede
i utopljenja tokom napada ili iznenadna neo¢ekivana smrt u epilepsiji (eng. sudden unexpected death
in epilepsy, SUDEP) (Levira et al., 2017). SUDEP zahteva posebnu paznju zbog toga §to je vodeci
uzrok smrti medu mladim osobama obolelim od epilepsije. Walczak i sar. su nasli da je incidencija
SUDEP 1,21 na 1000 pacijent godina i da nosi udeo od ¢ak 18% svih uzroka smrti osoba sa
epilepsijom (Walczak et al., 2001). Najvecéa ucestalost SUDEP nadena je u finskom registru i iznosila
je 30% svih uzroka smrti (Sillanp&a and Shinnar, 2010). FRE, velika ucestalost napada, rani poc¢etak
i dugo trajanje epilepsije su identifikovani kao faktori rizika za SUDEP (Tomson et al., 2005).

Pacijenti sa FE nisu imali povecanu smrtnost u odnosu na opstu populaciju u rocesterskoj
(SMR = 1,5, bez statisticki znacajne razlike) (Hauser et al., 1980), kao ni islandskoj studiji (SMR =
1,5, 95% CI 0,7-2,8) (Olafsson et al., 1998), medutim ove studije su bile ograni¢ene na obolele od
kriptogene ili idiopatske epilepsije. U svedskoj studiji koja je ukljucila obolele od FE svih etiologija
je naden povecan SMR (2,1 96% CI 1,2-3,6) (Lindsten et al., 2000). Verovatno je ovakav rezultat
dobijen usled losije prognoze simptomatske FE, §to je delimi¢no uslovljeno mortalitetom kauzalnog
oboljenja, a delom i usled toga $to je kod ovih pacijenta sama epilepsija Cesto teza sa slabijim
terapijskim odgovorom i ve¢im opterecenjem napadima.

1.2.5 Opterecenje fokalnom epilepsijom

Epilepsija je znaCajan uzroCnik gubitka zdravlja kroz prevremenu smrt i hroni¢nu
onesposobljenost. Prema podacima sistematske analize Globalnog optere¢enja bolestima iz 2015.
godine, epilepsija je odgovorna za 0,5% ukupnog globalnog optereé¢enja bolestima i 5% globalnog
opterecenja neuroloskim bolestima (GBD 2015 Neurological Disorders Collaborator Group, 2017).

Korekcija godina Zivota usled bolesti (eng. disabiliy-adjusted life-years, DALY je parametar
dobijen sumiranjem izgubljenih godina zivota usled prevremene smrti (eng. years of life lost, YLL) i
godina zivota sa onesposobljenoscu (eng. years of life with disability, YLD) i za idiopatsku epilepsiju
iznosi 182,6 na 100000 stanovnika (GBD 2016 Epilepsy Collaborators, 2019). Ovo pozicionira
epilepsiju na peto mesto medu neuroloskim bolestima, iza mozdanog udara, migrene, demencije 1
meningitisa. Odnos YLD i YLL i starosti je prikazan na Slika 6. Meta analizom studija o troSkovima
usled epilepsije je nadeno da zemlje Evropske Unije delegiraju priblizno 1% ukupnih zdravstvenih
troskova na leCenje epilepsije (Kotsopoulos et al., 2002).
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Slika 6 YLL i YLD usled epilepsije u zavisnosti od starosti, adaptirano iz GBD 2016 Epilepsy Collaborators 2019

Do danas nisu radene epidemioloske studije koje su izucavale globalno optere¢enje FE, ali
kako od FE boluje priblizno 60% svih obolelih od epilepsije, kao i kako ovi pacijenti ¢esto imaju
nepovoljan tok bolesti, mozemo zakljuciti da vecinski udeo opterecenja epilepsijom nastaje upravo
zbog FE. Studije koje su specifi¢no izucavale kvalitet Zivota kod pacijenta sa FE su nasle povezanost
sa ucCestaloS¢u napada (Gupta et al., 2017), tezinom napada (Baker et al., 1998) i prisustvom
komorbiditeta (Silva et al., 2019).

Sveukupno se moze zakljuciti da je fokalna epilepsija, kao Cesto i1 neretko tesko kontrolisano
oboljenje, veliko opterecenje za obolelog, kao 1 drustvo. Medu glavnim faktorima koji determinisu

tok bolesti je identifikovana etiologija bolesti koja je i dalje nedovoljno izucena i ¢ijim boljim
razumevanjem verovatno mozemo unaprediti njeno lecenje.

1.3 Savremeni koncepti etiologije fokalne epilepsije
1.3.1 Istorijska evolucija etioloske paradigme epilepsije

“Aktuelno verovanje medu antickim misliocima i medu mnogima u
danasnje vreme je da je epilepsije pre svega nasledno oboljenje”

John Russell Reynolds, 1861.

Kako je epilepsija heterogena grupa oboljenja varijabilne klini¢ke prezentacije, toka i
prognoze, veliki napori su ulozeni u klasifikaciju epilepsija koja bi omogucila odgovarajuci okvir za
bolje razumevanje pojedinacnih entiteta, kao i olakSala komunikaciju izmedu klini¢ara i pacijenata.
Iako su etioloski osnovi epilepsije razmatrani jo§ u vreme Hipokrata, temelji danasnjih koncepata su
postavljeni sredinom XIX veka. Prvi poznati pokusaj etioloske klasifikacije epilepsija je napravljen
od strane britanskog epileptologa, John Russell Reynolds-a koji je 1861. opisao cetiri etioloske grupe
epilepsija — simptomatske, koje su u sprezi sa strukturnim bolestima mozga, ekscentricne, vezane za
oboljenja unutrasnjih organa, dijateticke kKoje nastaju kao posledica nutritivnih poremecaja i na kraju
idiopatske koje predstavljaju morbus per se (Reynolds, 1862). Reynolds-ov u¢enik, Hughlings



Jackson, je prepoznao da u nastanku FE moramo praviti razliku izmedu neposrednog uzro¢nika
epileptickih napada, koga je pripisivao celularnim poremecajima u okviru epileptickog fokusa i
udaljenog uzro¢nika, kao $to su strukturne lezije koje posredno dovode do ¢elijskih poremecaja u
samom fokusu (York and Steinberg, 2009). Tako bi, na primer, u slucaju epilepsije nastale kao
posledice mozdanog krvarenja, hematom bio udaljeni uzro¢nik, dok bi celularne promene nastale kao
njegova sekvela bile neposredni uzro¢nik.

lako je tokom prve polovine XX veka fokus istrazivanja bio usmeren ka izu¢avanju naslednih
uzroc¢nika epilepsije, stru¢na zajednica se iz vise razloga sredinom veka udaljava od ovog koncepta.
Prvi razlog tome lezi u katastrofalnim posledicama teorija naslednosti i posledi¢ne eugenike, koje su
dovele do masovne sterilizacije i pokusaja istrebljenja obolelih od psihijatrijskih oboljenja i epilepsije
u prvoj polovini XX veka. Drugi je otkrice novih dijagnostickih modaliteta korisnih u utvrdivanju
strukturnih mozdanih oboljenja i metabolickih poremecaja zbog Cega je paznja preusmerena prema
epilepsijama sa vidljivom strukturnom etiologijom (Shorvon, 2014).

Medu najveéim istrazivacima u epileptologiji sredinom XX veka se izdvaja William Lennox,
koji uprkos dominantnom interesovanju za nasledne epilepsije, odrzava ideju o multifaktorskoj
prirodi epilepsije i prepoznaje da kod vecine pacijenta postoji interakcija multiplih ¢inioca koji
zdruzenim dejstvom dovode do nastanka bolesti (Slika 7).

GENETSKI FAKTORI STECENI FAKTORI

NTREUTERINA

PRABABEI
PRADEDE

CIRKULACIJA

RODITELIJI

TOKSINI + NEPOZNATO

PACITENT
PRECIPITIRATUCI FAKTORI

FIZIOLOSKI

EMOCIONALNI @

Slika 7 Lennox-ov slikoviti prikaz multifakotske etiologije epilepsije genetska vododelnica je prikazana kroz tri
generacije dok je ucesce genetskih i stecenih faktora prikazano kao usée u jedinstveni vodotok koji predstavija
pacijenta, adaptirano iz Lennox and Lennox-Buchthal, 1960

U do tada najvecoj familijarnoj studiji u koju je uklju¢eno 4000 obolelih od epilepsije, 20 000
njihovih bliskih srodnika, i 122 para blizanaca sa epilepsijom, Lennox je pokazao da se kod 22,9%
obolelih moze utvrditi postojanje mozdanog oboljenja koje posledi¢no dovodi do epilepsije (Lennox,
1951). Ove pacijente je oznacio kao obolele od simptomatske ili stecene epilepsije. Preostalih 77,1%
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obolelih je oznacio kao obolele od esencijalne odnosno genetske epilepsije. Pozitivnu porodi¢nu
anamnezu na epilepsiju je imalo duplo vise onih obolelih od esencijalne epilepsije u odnosu na one
obolele od simptomatske epilepsije (3,6% vs. 1,8%). Mali procenat familijarne agregacije obolelih u
ovoj studiji odrazava Cesto prikrivanje dijagnoze usled velike stigmatizacije koju su obolelih od
epilepsije trpeli u prvoj polovini XX veka. Sa druge strane, relativno velika ucestalost pozitivne
porodi¢ne anamneze kod obolelih od simptomatske epilepsije sugeriSe kompleksan odnos genetske
osnove i udruzenih strukturnih i metabolickih oboljenja u nastanku epilepsije.

Prva medunarodno prihvaéena klasifikacija epileptickih napada je formulisana 1969. godine
od strane ILAE komisije za klasifikaciju na ¢elu sa Henri Gastaut-om. Ona se sastojala od
multidimenzionalne sheme u kojoj je fokus bio na klinickoj, elektroencefalografskoj i etioloskoj
karakterizaciji napada. EtioloSka razmatranja su dozvolila Cetiri moguénosti: organsku etiologiju,
koja podrazumeva mozdane lezije, metabolicke ili toksi¢ne faktore, konstitucionu etiologiju, koja
podrazumeva verovatnu genetsku osnovu, kombinaciju organske i konstitucione kao i nepoznatu
etiologiju, kada etiologiju nije moguce odrediti (Gastaut, 1970). Uprkos formalizaciji ove
terminologije, u $irokoj upotrebi ostaju termini simptomatska, idiopatska i kriptogena epilepsija,
Cesto uz nejasno razdvajanje poslednje dve. Uz ograni¢enja tadasnjih dijagnostickih modaliteta,
posledica upotrebe ovih termina je bila kategorizovanje velike vec¢ine obolelih kao obolele od
idiopatske bolesti. Tako je u rocesterskoj populaciji izmedu 1935. i 1967. etiologija bolesti utvrdena
kod svega 23,3% obolelih, a nesto vise kod obolelih od fokalne epilepsije (28,0%), dok su svi ostali
pacijenti svrstani u grupu idiopatskih epilepsija (Hauser and Kurland, 1975). Medu obolelima sa
poznatim uzrokom epilepsije dominirala su cerebrovaskularna oboljenja (5,2%), mozdane traume
(5,2%), mozdani tumori (4,1%), kongenitalne anomalije (3,9%), infektivne bolesti (2,9%) i
encefalopatije nakon perinatalne anoksije (1,4%) (Slika 12).

Da bi se izbegla dalja terminoloska konfuzija, ILAE 1989. godine uvodi zvani¢nu definiciju
etioloskih kategorija (Commission on Classification and Terminology ILAE, 1989). Prema toj
definiciji pod simptomatskom epilepsijom se podrazumeva epilepsija koja nastaje kao posledica
mozdane lezije ili metabolicke bolesti. Termin idiopatska pretpostavlja postojanje genetske osnove
bolesti iako ona nije dokazana, dok kriptogena pretpostavlja simptomatsku bolest Cija etiologija nije
utvrdena. Uprkos tome ovi termini se i dalje ¢esto pogresno koriste da sazmu vise koncepata u jedan
termin $to dovodi do brojnih kontradiktornosti i konfuzije oko njihove pravilne upotrebe. Na primer,
Dravet sindrom, za koji je danas poznato da je genetski determinisana epilepsija, 1989. nije svrstan
medu idiopatske sindrome, dok je genetska osnova sugerisana kod sindroma kod kojih za takvu
tvrdnju nije bilo dokaza, kao $to su samoogranicena epilepsija sa centrotemporalnim §iljcima (eng.
self-limited epilepsy with centrotemporal spikes, SeLECTS, ranije zvana benigna rolandicka
epilepsija detinjstva). Sa druge strane, medu obolelima od Kriptogene epilepsije, za koju se
pretpostavlja leziona ili metabolicka etiologija su identifikovani monogenski, tzv. mendelski sindromi
fokalne epilepsije, kao $to je autozomno dominantna hipermotorna epilepsija povezana sa spavanjem
(eng. autosomal dominannt sleep related hypermotor epilepsy, ADSHE, ranije zvana autozomno
dominantna nokturnalna frontalna epilepsija) (Scheffer et al., 1995a).

Vecina longitudinalnih studija sa dugoro¢nim praé¢enjem iz druge polovine XX veka se
oslanja na ove termine. Zbog toga je veliki deo danasnjeg razumevanja epidemiologije epilepsije
razliCite etiologije ograni¢ena nekompatibilnoS¢u podataka iz razlicitih studija koje su na razlicit
nacin definisale pojedine od ovih kategorija. Dodatnu konfuziju unosi ¢injenica da su mnogi pacijenti
sa diskretnim kortikalnim lezijama, zbog ograni¢enja dijagnosti¢ke aparature koriS¢ene u drugoj
polovini XX veka, svrstani u grupu kriptogene ili cak idiopatske epilepsije (kao Sto je slucaj u
studijama iz roCesterskog registra). OVO bitno otezava interpretaciju podataka iz starijih studija i
njihovo poredenje sa onim iz poslednjih nekoliko decenija.
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ILAE komisija za klasifikaciju 1 terminologiju 2010. godine formuliSe nove transparentnije
termine kao i kriterijume za njihovu upotrebu (Berg et al., 2010). Umesto termina idiopatska, savetuju
uvodenje termina genetska epilepsija, koji podrazumeva ili stanja u kojima postoji dokazan kauzalni
odnos genske varijante i bolesti ili ona u kojima postoji potvrden obrazac nasledivanja u dobro
koncipiranim familijarnim studijama. Umesto termina simptomatska se predlaze povratak terminu
strukturna ili metabolicka, uz objasnjenje kako je svaka epilepsija simptomatska i odraz nekog, ¢esto
skrivenog, patogenetskog mehanizma. Ovaj termin je smatran prikladnijim jer odrazava ¢injenicu da
kod obolelog postoji drugo zasebno oboljenje, bilo ono mozdana lezija ili metabolic¢ki poremecaj, ¢ija
uloga u patogenezi epilepsije ne mora biti potpuno razjasnjena ali je empirijski pokazana. Komisija
smatra da je termin kriptogena potrebno potpuno napustiti i zameniti ga terminom epilepsija
nepoznate etiologije pod kojom bi se podrazumevali i oni oboleli sa diskretnim lezijama nedostupnim
detekciji pomocu savremenih MR aparata, kao 1 oni sa bolestima ranije shvac¢enim da su idiopatske,
ali sa sad vec¢ jasnim odsustvom genetske osnove.

Predlozene terminoloske izmene su ocekivano naiSle na veliku kritiku strucne zajednice,
medu kojima je i ta da izjednaCavanje idiopatske i genetske etiologije moze dovesti do nepotrebne
stigmatizacije usled sugerisanja nasledne osnove oboljenja onda kada za nju ne postoje ¢vrsti dokazi
(Shorvon et al., 2019). Shorvon i sar. poredlazu rekonceptualizaciju etioloske klasifikacije u kojoj
medu simptomatskim epilepsijama na jednu stranu stavljaju steCene, a na drugu genetske i razvojne
epilepsije (Tabela 1). Ova distinkcija je od posebne vaznosti jer je danas jasno da mnoge genetski
determinisane epilepsije mogu biti udruzene sa strukturnim ili metaboli¢kim poremecajima. Uprkos
kompleksnoj klasifikacionoj shemi sa preko stotinu mogucih etiologija, prema komentaru samih
autora, preko 40% svih obolelih bi i dalje bili svrstani u heterogenu grupu kriptogenih epilepsija bez
mogucnosti blize etioloske determinacije.

Tabela 1 Predlozena etioloska klasifikacija epilepsija od strane Simon-a Shorvon-a, adaptirano iz Shorvon et al., 2019

Glavna kategorija | Subkategorija Primeri etiologije
Idiopatska Ciste epilepsije u kojima Idiopatske generalizovane epilepsije, SeLECTS
epilepsija nema identifikovanog gena i

kod kojih verovatno postoji
kompleksna epistaticka,
epigenetska i razvojna

komponenta
Simptomatske Ciste monogenske epilepsije | SeLNE, SeLNIE, SeLIE, ADSHE, GEFS+,
epilepsije ADEAF
predominantno D/EE i teski epilepticki DS, EIDEE, LKS*, LGS*, WS* (*neki slucajevi)
genetske ili sindromi
razvojne etiologije | Mitohondrijske bolesti sa MEGDEL, Leigh-ov sindrom, MELAS, MERRF,
udruzenom epilepsijom NARP, sindromi vezani za varijante u POLG genu,
poremecaji mitohondrijske delecije
Progresivne mioklonicke Unverricht-Lundborg-ova bolest, DRPLA, Lafora-
epilepsije ina bolest, NCL
Neurokutani sindromi TSC, NF, SWS
Urodeni metabolicki Angelman-ov sindrom, poremecaji metabolizma
poremecaji i druga kreatina, CGD, poremecaji oksidacije masnih
monogenska oboljenja kiselina, Glutl-deficijencija, lizozomalne bolesti,

Menkes-ova bolesti, neuroakantocitoza, organske
acidurije, PCDH19 sindrom, peroksizomalni
poremecaji, porfirija, Rett-ov sindrom, CDKL5
encefalopatija, poremecaji ciklusa uree, Wilson-ova
bolest, piridoksin zavisna epilepsija
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Krupne promene genoma
(hromozomske aberacije i
CNV)

Down-ov sindrom, fragilni X sindrom, 4p sindrom,
izodicentri¢ni hromozom 15, ring 201 14
hromozomi, Wolf-Hirschhom-ov sindrom, sindrom
X duplikacije

Razvojne anomalije mozga

Agirija-pahigirija, agenezija corpus callosum-a,
PMG, shizencefalija, PVNH, mikrocefalija,
arahnoidalne ciste, hemimegalencefalija, FCD,
tubulinopatije i poremecaji mTOR puta

Simptomatske Hipokampalna skleroza

Ponekad podeljena po tipovima

epilepsije Mozdana trauma
predominantno

steCene etiologije

Otvorene i zatvorene povrede mozga,
neurohirurgija, epilepsija nakon hirurgije epilepsije,
neakcidentalne povrede glave kod odojcadi

Tumori mozga

Gliomi, ganglioliomi, hamartomi, DNET,
hipotalamicki hamartomi, menigeomi, sekundarni
tumori

Mozdana infekcija

Virusni meningitis i encefalitis, bakterijski
meningitis i absces, malarija, neurocisticerkoza,
tuberkuloza, HIV

Cerebrovaskularne bolesti

Cerebralna hemoragija, ishemijski mozdani udar,
BMKS mozga, AV malformacije, kavernomi

Imunoloska oboljenja mozga

Rasmussen-ov encefalitis, SLE, inflamatorna i
imunoloska oboljenja

Neurodegenerativne i druge
neuroloske bolesti

Alzheimer-ova bolest, MS, hidrocefalus,
porencefalija

Perinatalni i infantilni uzroci

Neonatalni napadi, DCO, vakcinacija i imunizacija

Provocirane Provokativni faktori

epilepsije

Febrilnost, menstrualni ciklus i katamenijalna
epilepsija, ciklus budnosti i spavanja, metabolicki i
hormonski provocirani napadi, napadi provocirani
lekovima, alkoholom ili toksinima

Refleksne epilepsije

Fotosenzitivne epilepsije, epilepsija Citanja,
auditorno provocirana epilepsija, epilepsija
provocirana jedenjem, epilepsija provocirana
toplom vodom, startle-indukovana epilepsija

Kriptogene
epilepsije

SeLECTS - samoogranicena epilepsija sa centrotemporalnim §iljcima (eng. self-limited epilepsy with centrotemporal spikes),
SeLNE — samoograni¢ena neonatalna epilepsija (eng. self-limited neonatal epilepsy), SeLNIE — samoograni¢ena
neonatalna/infantilna epielpsija (eng. self-limited neonatal/infantile epilepsy), SeLIE — samoogranic¢ena infantilna epilepsija (eng.
self-limited infantile epilepsy), ADSHE — autozomno dominantna hipermotorna epilepsija povezana sa spavanjem, (eng.
autosomal dominant sleep-related hypermotor epilepsy), GEFS+ — genetska epilepsija sa febrilnim napadima plus (eng. genetic
epilepsy with febrile seizures plus), ADEAF — autozomno dominantna epilepsija sa auditornim fenomenima, D/EE — razvojna i/ili
epilepticka encefalopatija (eng. developmental and/or epileptic encephalopathy), DS — Dravet sindrom, EIDEE — rana infantilna
razvojan/epilepticka encefalopatija (eng. early infantile developmental and epileptic encephalopathy), LKS — Landau-Kleffner
sindrom, WS — West sindrom, LGS — Lennox Gastaut sindrom, MEGDEL — 3-metilglutakonska acidurija, distonija i gluvoca,
encefalopatija i Leigh-u slil¢an sindrom, MELAS — mitohondrijalna encefalomiopatija, lakti¢ka acidoza i epizode sli¢ne
mozdanom udaru (eng. mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis, and stroke-like episodes), MERFF — miokloni¢ka
epilepsija sa nazubljenim crvenim nitima (eng. myoclonic epilepsy and ragged red fibers), NARP — neurogena misi¢na slabost,
ataksija i retinitis pigmentosa, DRPLA — dentato-rubro-palido-luizijana atrofija, PME — progresivna mioklonicka epilepsija , NCL
— neuronalna ceroidna lipofuscinoza, TSC — kompleks tuberozne skleroze (eng. tuberous sclerosis complex), NF -
neurofibromatoza, SWS — Sturge-Weber sindrom, CNV — varijanta broja kopija (eng. copy number variant), CGD — hroni¢no
graunlomatozno oboljenje (eng. chronic granulomatous disease, FCD — fokalna kortikalna displazija (eng. focal cortical
dysplasia), PMG - polimikrogirija, PVNH — periventrikularna nodularna heterotopija, DNET — disembrioplasti¢ni

neuroepitelijalni tumor, HIV — humani virus imunodeficijencije, BMKS — bolest malih krvnih sudova, AV — arterijovenska, MS —
multipla skleroza, DCO — de¢ja cerebralna oduzetost

Verovatno je medu svim krittkama najvaznije ista¢i Cinjenicu da, iako su ograniCenja
dosadasnje grube kategorizacije prepoznata, ona predlogom iz 2010. nisu i prevazidena. Etioloski
grupisana oboljenja se mogu u vecini slu¢ajeva lako pretociti iz jedne u drugu klasifikacionu shemu
od 1969. do 2010, dok neki novootkriveni entiteti koji ne podlezu ovako grubom razdvajanju i dalje
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nemaju svoje pravo mesto (Slika 8). Jasno je bilo da bi u daljem diskursu fokus trebalo pomeriti od
teznje ka grupisanju u nesavrSene kategorije, prema definisanju preciznih mehanizama patogeneze
bolesti koji bi onda u buduénosti mogli iznedriti nove klasifikacione sheme (Korff and Scheffer,
2013). Zbog toga nova ILAE Kklasifikacija epilepsija iz 2017. dozvoljava definisanje visestrukih
etiologija kod svakog pojedinca i baca poseban akcenat na istovremeno prisustvo genetskih i drugih
Cinilaca (Slika 1) (Scheffer et al., 2017).

swaciona
,\g“t\lc
«F
\&\0?

atska

s, FCD

Slika 8 Evolucija epidemioloske klasifikacije epilepsija ILAE od 1969-2010. TSC — kompleks tuberozne skleroze (eng.
tuberous sclerosis complex); ADSHE — autozomno dominantna hipermotorna epilepsija povezana sa spavanjem, (eng.
autosomal dominant sleep-related hypermotor epilepsy); SeLECTS — samoogranicena epilepsija sa centrotemporalnim
siljcima (eng. self-limited epilepsy with centrotemporal spikes), HS — hipokampalna skleroza, FCD — fokalna kortikalna
displazija (eng. focal cortical dysplasia)

1.3.2 Strukturna etiologija fokalne epilepsije — epileptogena lezija

Veliki napredak u razumevanju etiologije pogotovu FE su donele neurovizuelizacione
metode. Sredinom XX veka za lokalizaciju fokalnih mozdanih lezija koris¢en je iskljucivo klinicki
pregled ili EEG, koji iako daje odli¢nu vremensku, ima izuzetno slabu prostornu rezoluciju. Uz to,
izuzev U izuzetno retkim slucajevima, ne daje mogucnost etioloskog razlikovanja lezija. Uvodenje
kompjuterizovane tomografije (eng. computerized tomography, CT) omogucilo je vizuelizaciju
manjih lezija i ponekad i njihovo razlikovanje, ali klju¢na prelomna tacka nastupa tek sa uvodenjem
aparata za MR u svakodnevnu klini¢ku praksu. Pomo¢u MR mogucéa je ne samo detekcija diskretnih
lezija, ve¢ 1 neinvazivno odredivanje njihove prirode, $to je pre njene upotrebe bilo dostupno samo
patohistoloskim pregledom obdukcijskih ili hirurSkih preparata. Uz to, upotreba MR mozga je
neizostavni deo prehirurske evaluaciji pacijenta sa fokalnom FRE.

S napredovanjem MR tehnologije razvijena je tzv. MR visoke rezolucije koja se danas rutinski
primenjuje u epileptologiji. Ona sa razvojem hirur§skog lecenja epilepsije dobija poseban znacaj ne
samo zbog znacaja lokalizacije epileptogene lezije za definisanje zone resekcije veé i zbog velikog
prediktivnog znacaja etiologije za dugoroc¢ni ishod operativnog leCenja (Lamberink et al., 2020).
Jedina zvani¢na preporuka o tehnickim zahtevima za snimak MR mozga u dijagnozi epilepsije je
izdata od strane ILAE 1997. godine i uspostavlja minimalni standard dijagnostike u epileptologiji
(Commission on Neuroimaging ILAE, 1997). Analizom 2740 pacijenata u hirurSkom centru u Bonu,
formulisane su unapredene smernice za akviziciju MR koje su visokoosetljive za detekciju
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epileptogene lezije (EL), ali istovremeno dostupne svim hirurs§kim centrima. Autori su pokazali da je
84,4% lezija vidljivih na MR snimku detektovano samo pomoc¢u FLAIR (eng. fluid attenuated
inversion recovery) sekvence, potom 91,6% ako se doda koronarni T2w (eng. T2 weighted) snimak,
97,4% kada se doda T2*, 99,4% kada se doda T1lw IR (eng. T1 weighted inversion recovery)
(Wellmer et al., 2013). Daljim usavrSavanjem protokola akvizicije, kao i evaluacijom snimka od
strane posebno edukovanog neuroradiologa na ¢ak i do 1/3 prethodno nelezionih MR snimaka se
moze uociti epileptogena lezija (Kreilkamp et al., 2019). Dodatkom tzv. 3D FLAIR sekvence na
aparatu jacine polja 3 T, koji je trenutno najsenzitivniji komercijalni metod za detekciju kortikalnih
lezija, senzitivnost za detekciju hipokampalne skleroze (HS) se priblizava 100% (Urbach et al., 2015).

Prirodu EL nije uvek moguce definisati upotrebom MR i definitivnu dijagnozu je moguce
napraviti samo patohistoloskim pregledom tkiva. Podaci iz najveée baze hirurSkih preparata obolelih
od epilepsije, Evropske banke mozgova obolelih od epilepsije (eng. European Epilepsy Brain Bank
EEBB), pokazuju da je daleko najc¢esca patologija kod operisanih pacijenata HS, potom tumori, i to
najéeS¢e tumori povezani sa dugorocnom epilepsijom (eng. long term epilepsy associated tumor,
LEAT), a potom malformacije kortikalnog razvoja (eng. malformations of cortical development,
MCD) (Blumcke et al., 2017). Pregled patohistoloskih nalaza iz EEBB dat je na Slika 9. U manjoj
studiji iz naseg Centra za epilepsiju, u kojoj je analizirano 77 operisanih pacijenta, pokazana je
kongruencija dijagnoze EL postavljene neuroradioloSim i patohistoloskim pregledom od 80%.
Najcesca dijagnosticka greska je bila neprepoznavanje udruzene fokalne kortikalne displazije (eng.
focal cortical dysplasia, FCD) uz postojecu HS ili tumor kod dva pacijenta na MR snimku (Kovacevié
et al., 2015). 1z ovoga proizilazi da iako je MR mozga moc¢na, ona nije i idealna alatka u definisanju
strukturne etiologije FE.

® HS = Tumor = MKR = Uredan = Vaskularne malformacije = Glioza m Encefalitis

Slika 9 Patohistoloski nalaz kod pacijenata operisanih zbog epilepsije iz EEBB

Kombinovanjem podataka iz meta analize 40 epidemioloskih studija i patohistoloskih nalaza
iz EEBB i velikog hirur§kog centra u SAD (Klivlend klinke u Ohaju) Lopez-Rivera i sar. su procenili
godiS$nju prevalenciju i incidenciju najc¢es¢ih hirurski lecivih patologija kod odraslih i dece (LOpez-
Rivera et al., 2022). Najcesca patologija kod hirurskih kandidata u adultnom uzrastu je bila HS, dok
su u pedijatrijskoj populaciji to bile MCD (Tabela 2) i to najces¢e FCD tip II (prose¢na jednogodis$nja
prevalencija 2,90 = 0,84 na 100 000, incidencija 0,51 = 0,15 na 100 000 stanovnika godiSnje).
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Tabela 2 Procenjena prosecna jednogodisnja prevalencija i incidencija najceséih lezija povezanih sa epilepsijom kod

odraslih i dece, adaptirano iz Lopez-Rivera et al, 2022

Prose¢na jednogodisnja prevalencija Incidencija na 100000 stanovnika

na 100000 (X + SD) godiSnje (X £ SD)

Odrasli Deca Odrasli Deca
HS 19,40+ 2,16 2,43+£0,71 2,32+0,26 0,44 +0,13
MCD 6,03+ 0,67 6,52 +1,89 0,72 £ 0,08 1,15+0,34
LEAT 9,56 + 1,07 4,35+1,26 1,14+ 0,13 0,77 £0,23
Glioza 2,12+0,24 0,99 £ 0,29 0,25 +0,03 0,17 £ 0,05
Vaskularna 3,14 40,35 0,51 0,15 0,37 £ 0,04 0,00 £ 0,02
malformacija
Encefalitis 0,39 £0,05 0,54 +0,16 0,04 £0,01 0,10 £ 0,03

lako podaci iz hirurskih kohorti daju veéu pouzdanost etioloSke dijagnoze, one nisu
reprezentativne za Citavu populaciju pacijenata sa epilepsijom jer obuhvataju isklju¢ivo obolele od
tzv. hirurski lecivih sindroma. To podrazumeva pacijente sa fokalnom FRE kod kojih je moguce
lokalizovati jedinstvenu epileptogenu zonu ¢ijom resekcijom se sa razumnom verovatno¢om moze
ocekivati kontrola epileptickih napada. Ova grupa pacijenta obuhvata svega 3-9% svih obolelih od
fokalne epilepsije (Lhatoo et al., 2003; Lopez-Rivera et al., 2022). Zbog toga sveobuhvatniji pregled
etiologije fokalne epilepsije dobijamo iz MR studija u koje su ukljuceni reprezentativni uzorci
pacijenata.

Wieshmann je u studiji koja je obuhvatala 919 pacijenata i u koju su bili ukljuceni pacijenti
sa prvim napadom, kao i pacijenti sa ranije ustanovljenom epilepsijom (aktivnhom ili u remisiji) nasao
EL na 252 od 495 ucinjenih snimaka (51%) (Wieshmann, 2003). Medu njima 128 je imalo HS, 35
hiperintenzne lezije bele mase ili atrofiju mozga, 27 vaskularne abnormalnost (koje su podrazumevale
sekvele moZdanog udara, kavernome ili arteriovenske malformacije), 25 tumore, 24 mozdano
oste¢enje, 13 MCD. Prevalencija EL (u koje nisu racunate atrofija ili hiperintenzne lezije bele mase)
je bila 54% medu obolelim od aktivne fokalne epilepsije, 18% medu pacijentima sa jednim napadom,
a 16% medu onima sa epilepsijom u remisiji. Ograni¢enje ovako sagledane etioloske slike je u
nedovoljnoj zastupljenosti pacijenta u remisiji (svega 46 pacijenta), od kojih je za samo 19 MR mozga
bio dostupan, te je rezultat nagnut u korist obolelih sa tezom klini¢kom slikom.

Studije koje su pratile pacijente sa novodijagnostikovanom epilepsijom prevazilaze ovaj
problem, ali su ograni¢ene nepouzdano$éu postavljene dijagnoze. King i sar. su opisali MR nalaz kod
300 prospektivno pracenih pacijenata sa prvim epilepti¢kim napadom. Prisustvo EL nadeno je kod
38 od 154 pacijenta sa FE, odnosno 24,7% (King et al., 1998). Vazno je ista¢i da je MR mozga
omogucio reklasifikaciju ¢ak 12 pacijenata. Kod jednog pacijenta prethodno dijagnostikovanog kao
GE i1 11 pacijenta sa NE dijagnoza je promenjena u FE nakon ustanovljene EL na MR mozga. Hakami
1 sar. su nasli prisustvo epileptogene lezije (EL) kod 28% svih pacijenata sa novodijagnostikovanom
epilepsijom (Hakami et al., 2013). U grupi obolelih od FE svega 71/275 (26%) pacijenata je imalo
tzv. nelezionu epilepsiju. Medutim, u ovoj kohorti je bila velika zastupljenost pacijenata obolelih od
NE, a medu njima c¢ak 179/233 (77%) nije imalo EL na MR mozga. Kako se radi o
novodijagnostikovanoj epilepsiji, verovatno je veliki broj pacijenata sa NE u stvari oboleo od
nelezione fokalne epilepsije. Medu 177 nadenih EL identifikovano je 85 snimaka glioze i
encefalomalacije, 26 razvojnih anomalija (ukljucuju¢i MCD i ekstraaksijalne anomalije), 26
vaskularnih anomalija, 26 tumora i 14 HS.

Etioloska struktura obolelih od epilepsije u zemljama u razvoju se razlikuje od one u
razvijenom svetu. Studija iz Indije koja je analizirala MR mozga u studiji sa 129 pacijenta sa prvim
napadom nasla je prisustvo EL kod 59/129 (47%) ispitanika i ¢ak 81% onih sa FN (Ponnatapura et
al., 2018). Medu nadenim EL najcesc¢e su bile inflamatorne lezije. Medu njima je nadeno osam
pacijenata sa neurocisticerkozom i pet sa tuberkulomima, $to sugeriSe da je veci dijagnosticki prinos
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MR mozga u ovoj studiji bio usled Ceste pojave infektivnih uzro¢nika epilepsije. Etioloski spektar
EL u ovim studijama dat je u Tabela 3

Jedina epidemioloska studija novijeg datuma koja je izucavala etiologiju epilepsije je
sprovedena u okrugu Buskerud u Norveskoj (Syvertsen et al., 2015). Ovi pacijenti su bili pogodni za
ovakvu vrstu analize jer norveski zdravstveni sistem zahteva upucivanje obolelih od epilepsije na
neurolosku ili pedijatrijsku evaluaciju, koja je izuzev jedne manje privatne prakse, ovoj populaciji
bila dostupna samo u okviru jedne bolnice. U ovoj studiji, u kojoj je prevalencija aktivne epilepsije
bila 6,5 na 1000 stanovnika, je registrovano 1293 pacijenata obolelih od FE od kojih je 570 (44,0%)
imalo vidljivu leziju na MR mozga. Medu naj¢es¢im uzrocima epilepsije su bili mozdani udar koji je
imalo 162 (12,5%), hipoksi¢ko-ishemijsku encefalopatiju 110 (8,5%), tumor 101 (7,8%) i trauma
mozga 99 (7,7%) pacijenata, dok su lezije koje se tipi¢no srecu u okviru epileptoloskih centara bile
daleko rede — MCD 31 kod (2,4%) i HS kod 13 (1,0%) pacijenata.

Tabela 3 Etioloski spektar MR studija novodijagnostikovane epilepsije

King et al., 1998 Hakami et al., 2013 | Ponnatapura et al., 2018

Glioza i encefalomalacija | 6 (16%) 85 (48%) 6 (10%)

Razvojne anomalije 7 (18%) 26 (15%) 3 (5%)

Hipokampalna skleroza 4 (10%) 14 (8%) 11 (19%)

Vaskularne anomalije 2 (5%) 26 (15%) 12 (20%)

Tumori 17 (45%) 26 (15%) 6 (10%)

Ostalo 2 hidrocefalus (5%) | * 17 inflamatornih lezija
(29%)
4 metabolicka poremecaja
(7%)

Ukupno 38 177 59

*u studiji Hakami et al. Naden je 1 pacijent sa hidrocefalusom koji nije klasifikovan kao EL

1.3.2.1 Neleziona fokalna epilepsija (NLFE) — dijagnosti¢ki i terapijski izazov

Prisustvo vidljive lezije na MR mozga pacijenta sa fokalnom epilepsijom omogucuje bolje
razumevanje kako etiologije bolesti, tako i mogucnosti njenog leCenja. Nalaz solitarne kortikalne
lezije kod pacijenta sa fokalnom epilepsijom podrzava hipotezu da se u njenoj okolini nalazi
epileptogena zona koja generiSe epilepticke napade. Ukoliko su rezultati drugih dijagnostickih
modaliteta konkordantni sa njom, ova hipoteza predstavlja osnov za operaciju epileptogene zone sa
EL (operacija tzv. lezione epilepsije). Oc¢ekivani uspeh ovako pripremljene operacije kod pacijenata
sa HS ili tumorom je 60-70% (Berkovic et al., 1995; Spencer and Huh, 2008), a kod pacijenata sa
MCD 40-70% (Jeha et al., 2007; Lerner et al., 2009) operisanih u punoj remisiji, bez epileptickih
napada (BN). Iako vecina pacijenata sa fokalnom epilepsijom ima vidljivu leziju na snimku MR
mozga, oko 20% pacijenata u hirur§kim kohortama ima urednu MR mozga uprkos primeni aparata
visoke rezolucije (Nguyen et al., 2013). Kod pacijenata sa nelezionom fokalnom epilepsijom
operacija je znacajno manje uspesna u kontroli epilepti¢kih napada (Bell et al., 2009; Noe et al.,
2013), sto se moze dovesti u vezu sa vise faktora. Epileptogenu zonu je tesko odrediti u odsustvu EL
jer su svi drugi neinvazivni dijagnosticki modaliteti daleko slabiji prediktori njene lokalizacije u
odnosu na EL. Sem toga, NLFE obuhvata grupu pacijenta sa heterogenom etiologijom bolesti
(Woermann and Vollmar, 2009). Prehirurska priprema u ovom sluc¢aju zahteva invazivno ispitivanje
uprkos ¢emu uspeh operacije je slab: manje od 20-30% pacijenta je BN posle operacije (Bien et al.,
2006).

Prevalencija NLFE varira u zavisnosti od ispitivane populacije pacijenata. Najmanja je u
hirurSkim serijama gde varira izmedu 15% 1 25%, $to je razumljivo s obzirom na to da se radi o
pazljivo selektovanoj populaciji pacijenata sa najve¢om ocekivanom verovatno¢om uspeha
operativnog leCenja (Berg et al., 2003; Bien et al., 2009).Nasuprot tome, u populaciji pacijenata sa
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fokalnom epilepsijom epileptoloskih centara je ovaj broj znafajno veéi i obuhvata oko tre¢inu
pacijenata (Nguyen et al., 2013). Najées¢i patohistoloski nalaz medu operisanim pacijentima sa NLFE
je FCD ili druge MCD, mada je kod velikog broja pacijenta nadena nespecificna glioza ili ¢ak
normalan nalaz. Rezultati iz dve serije dati su u Tabela 4. Interesantno je istaci da je zastupljenost HS
daleko manja u odnosu na njenu ucestalost u EEBB u kojoj su daleko zastupljenije epilepsije sa
vidljivom MR lezijom i u kojoj je HS vodeci uzro¢nik hirurski leenje fokalne epilepsije (22% Vs.
36,4%). Tumori povezani sa dugoro¢nom epilepsijom, izuzev jednog slucaja povezanog sa FCD Koji
je klasifikovan pod MCD, nisu ni registrovani u kohortama NLFE dok su u EEBB druga najcesca
patologija. Uzevsi ovo u obzir, moZemo zakljuciti da je etiologija NLFE ¢esto povezana sa MCD koje
nisu detektabilne danasnjim MR aparatima ali verovatno veliki upliv imaju i drugi, npr. genetski
mehanizmi, koji ne dovode do vidljivih promena u tkivu.

Tabela 4 Patohistoloski nalaz u 2 hirurske serije NLFE

Wang et al., 2013 Kimetal., 2017 *
MCD 55 (28%) 82 (76%)
HS 9 (9%) /
Glioza 21 (22%) 14 (13%)
Uredan 7 (7%) 10 (9%)
Ostalo 1 gubitak hipokampalnih neurona 2 ishemije
1 disperzija hipokampalnih granularnih 1 postinfektivne promene
Celija
1 oseosna metaplazija
Ukupno 96 109

MCD - malformacija kortikalnog razvoja (eng. maformation of cortical development), HS — hipokampalna
skleroza; *samo neokortikalna epilepsija

1.3.2.2 Prognosti¢ki znacaj lezije na magnetnoj rezonanciji mozga

Kao $to je spomenuto u prethodnom poglavlju, etiologija u velikoj meri determinise prirodni
tok bolesti, stoga njeno rano odredivanje ima veliki prognostic¢ki znacaj 1 daje vaZne informacije za
pravilno planiranje optimalnog lecenja.

Velika studija iz Salpétriére Hospital, referentnog tercijernog centra u Parizu, sa 2200
pacijenata (od kojih je 1369 imalo klinicku sliku FE) je pokazala daleko vecu ucestalost FRE medu
pacijentima sa EL na MR mozga u odnosu na one koji je nisu imali (42% vs. 25%, p < 0,001) (Semah
et al., 1998). Medu pacijentima sa FE, priroda MR lezije je sa velikom verovatno¢om predvidala
kontrolu napada primenom AEL (Slika 10). Najveci procenat pacijenata sa dobro kontrolisanom
epilepsijom je bio u grupi pacijenata sa sekvelama mozdanog udara, dok je najteza za kontrolu bila
epilepsija udruzena sa MCD, HS ili dualnom patologijom (udruzenom HS sa drugom lezijom).
Pacijenti bez vidljive EL na MR mozga su imali bolji odgovor na AEL od onih sa povredom glave,
MCD, HS ili dualnom patologijom, ali ih je manje od polovine bilo BN, $to sugerise da odsustvo EL
ne mora garantovati lako lecivu bolest.

Sponner i sar. su pokusali da identifikuju prediktore perzistentne epilepsije i FRE u populaciji
pacijenata sa epilepsijom temporalnog reznja koja je pocela u detinjstvu (Spooner et al., 2006).
Pacijenti su praceni od postavljanja dijagnoze izmedu 1989. i 1992. godine do 2004. godine. Jedini
statistiCki znaCajan prediktor FRE je bilo postojanje lezije na MR mozga, dok su pocetak u prvoj
godini, perinatalna noksa, febrilni napadi, pozitivna porodi¢na anemneza na epilepsiju, ucestali
napadi na pocetku bolesti, postojanje EEG promena, kao 1 inicijalna kontrola napada pomoc¢u AEL,
bili bez znadaja. Sta vise, medu 19/62 pacijenata koji su bili BN, svi su bili bez terapije i nijedan nije
imao EL vidljivu na MR mozga. Medu 43 pacijenta sa perzistentnim napadima, 28 je imalo EL (10
HS, osam tumor, sedam FCD, i po jedan atrofiju temporalnog reznja, gliozu i arahnoidalnu cistu). 1z
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navedenog se namece zakljucak da oboleli od lezione FE, pogotovu oni sa HS ili MCD po pravilu
boluju od teske FRE.

100
. Tesko kontrolisana epilepsija
Lako kontrolisana epilepsija
< 75 T
o
<
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5 0% 460,
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+~ 0
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Sekvele Vaskularna Tumor Normalan MR Trauma MCD Izolovana HS ~ Dualna
mozdanog malformacija patologija

udara

Slika 10 Kontrola napada kod pacijenta sa fokalnom epilepsijom - uloga MR lezije, adaptirano iz Semah et al.,1998

Nase razumevanje prirodnog toka bolesti kod najceS¢ih EL dolazi iz kohorti u kojima
dominiraju pacijenti sa tesko le¢ivom epilepsijom. Shodno tome, namece se pitanje koliko su ove
lezije Cesta pojava medu pacijentima sa lako kontrolisanom boles¢u ili ¢ak zdravoj populaciji.
Odgovor na ovo pitanje su pokusali da daju Maynard i sar. koji su retrospektivno analizirali 97
pacijenata sa MR detektovanom FCD ¢iji pregled je raden zbog razli¢itih indikacija, ukljucujuéi
epilepsiju i epilepticke napade. Medu njima 69/97 (71,13, 95% CI 61,05 — 79,89%) je imalo
epilepsiju, a 32/97 (32,99% 95% CI 23,78 — 43,27%) je imalo FRE (Maynard et al., 2017). Medu 69
pacijenata sa epilepsijom, kod 67 je dijagnoza epilepsije postavljena tokom evaluacije. Od preostala
dva pacijenta kod jednog je MR raden zbog evaluacije glavobolja, a kod drugog zbog sumnje na
mozdanu leziju. Oba su naknadno razvila epilepsiju do trenutka sprovodenja studije. Medu
pacijentima bez epilepsije, dva su imala provocirane epilepticke napade, dok preostalih 26 nisu razvili
epilepsiju tokom ove studije. To sugeriSe da mozda prirodan tok FCD ne mora ukljucivati FRE. Ipak,
zakljucci se moraju donositi sa velikim oprezom s obzirom na to da su pacijenti praceni svega 3-4,5
godine, te je i dalje nejasno koji procenat pacijenta bi u daljem toku razvio FRE.

Vise autora je pokusalo da utvrdi prevalenciju HS kod osoba bez epilepsije. Ranije
patohistoloSke studije su prijavljivale incidentalan nalaz HS kod ¢ak 10% obdukcija osoba bez
dijagnoze epilepsije (Meencke and Veith, 1991), sto nije potvrdeno u kasnijim studijama. Moore i
sar. su analizirali MR temporalne kosti na kojima je vidljiv i hipokampus kod 207 subjekata sa
oste¢enjem sluha bez dijagnoze epilepsije, (Moore et al., 1999). HS je nadena kod dva pacijenta.
Daljim ispitivanjem ova dva pacijenta je utvrdeno da boluju od prethodno nedijagnostikovane
epilepsije. Jedina studija koja je analizirala snimke MR mozga zdravih osoba radenih prema
protokolu za snimanje pacijenta sa epilepsijom temporalnog reznja sa ciljem detekcije HS u zdravoj
populaciji je ukljucivala samo 100 ispitanika. HS nije detektovana ni kod jednog od njih (Menzler et
al., 2010). Ove studije sugerisu da HS u opstoj populaciji nije ¢esta pojava i da je njeno postojanje
verovatno snazan prediktor bolesti. U jednom italijanskom istrazivanju je medu pacijentima sa
epilepsijom temporalnog reznja identifikovana subpopulacija sa blagom boles¢u koja je definisana
dvogodisnjim periodom BN sa ili bez AEL. Ovi pacijenti su tipicno imali pocetak bolesti u adultnom
periodu, pozitivhu porodi¢nu anamnezu na epilepsiju, ¢esto normalan interiktalni EEG 1 retko nalaz
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HS na MR mozga (Aguglia et al., 1998). Ipak, nakon dugoro¢nog pracenja ovih pacijenta oko 1/3 je
razvilo FRE 1 to najce$¢e upravo pacijenti sa HS na MR mozga, ¢ime je dalje apostrofirano da
pozitivan nalaz na MR mozga predvida loSiju prognozu, ¢ak i kod pacijenta sa prividno lakSom
bolesc¢u (Labate et al., 2016).

MR je nesumnjivo unapredila naSe razumevanje etiologije FE i samim tim dala veliki doprinos
njenoj dijagnozi, prognozi i terapiji. Medutim, uprkos njenoj danas Siroko rasprostranjenoj primenti,
znacajan broj obolelih od epilepsije i dalje ostaje etioloski nerazjasnjen. lako je ranije predvidano da
¢e unapredenje MR tehnologije omoguciti vizuelizaciju EL kod gotovo svih pacijenata sa FE, danas
je jasno da ¢e suptilne molekularne izmene koje leZe u osnovi bolesti kod nekih pacijenta zahtevati
drugaciji pristup.

1.3.3 Nove metode u molekularnoj genetici — prozor u genetsku osnovu epilepsija

Udeo nasleda u patogenezi epilepsije je prepoznat jos od antickog perioda i ¢vrsto je podrzan
rezultatima familijarnih studija sprovedenih tokom prve polovine XX veka (Lennox, 1951). Uprkos
tome, prvi gen povezan sa nastankom epilepsije je otkriven tek 1995. godine. U pitanju je CHRNA4
gen koji kodira 04 subjedinicu nikotinskog receptora ¢ija varijanta je opisana u velikoj australijskoj
familiji sa ADSHE, retkom familijarnom fokalnom epilepsijom (Steinlein et al., 1995).
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Slika 11 Istorija otkri¢a gena u epilepsiji adaptirano iz Helbig et al.,2016

Od tada do danas je otkriveno viSe stotina gena ukljucenih u patogenezu epilepsije. Helbig
period otkri¢a gena u epilepsiji od 1995. godine do danas razdvaja u tri epohe (I. Helbig et al., 2016).
Prva je tzv. Era kanalopatija, obeleZena je otkricem veceg broja gena za jonske kanale ukljuc¢enih u
patogenezu retkin monogenskih epileptickih sindroma (Slika 11). Etabliranje epilepsije kao
kanalopatije pokrece lavinu studija asocijacije, uglavhom fokusiranih na gene za jonske kanale, ali i
onih u ¢itavom genomu (eng. genome wide association studies, GWAS). Ove studije su nazalost dale
uglavnom negativne ili nepreproducibilne rezultate. Otkri¢e povezanosti mikrodelecija sa epilepsijom
pokre¢e novu Eru mikrodelecija koju karakterise otkri¢e retkih strukturnih varijanti u genomu kod
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obolelih od cestih epileptickih sindroma. Shvatanje da genske varijante igraju vaznu ulogu u
etiopatogenezi Cestih bolesti, udruzeno sa uvodenjem novih metoda u molekularnoj genetici, poput
sekvenciranja nove generacije (eng. Next generation sequencing, NGS) dovodi do eksplozije otkri¢a
u oblasti genetike epilepsije i oznacava pocetak Ere NGS koja traje do danas.

Birth ) Focal epilepsy
anoxia Autoimmune with MRI-
Congenital detectable
lesions lesions

Infectious

I

Neoplasm

Stroke

Modifiers
and
susceptibility

alleles

‘Idiopathic’

1975 (Hauser & Kurland?®) 2014 paradigm

Slika 12 Klasicna i moderna paradigma etiologije epilepsija, adaptirano iz Thomas and Berkovic, 2014.

NGS je omogucio prikupljanje velike koli¢ine podataka uz redukciju troskova. Na primer,
sekvenciranje celog egzoma (eng. whole exome sequencing, WES) je moguce uz troskove Koji su
nekad bili potrebni za analizu jednog samo gena. Radi poredenja, prvo kompletno sekvenciranje
genoma coveka pomocu klasi¢nih metoda je trajalo preko 10 godina i koStalo priblizno jednu
milijardu americkih dolara. Nasuprot tome, uz pomo¢ danasnje tehnologije ¢itav genom je moguce
sekvencirati za nekoliko dana uz materijalni utroSak od oko hiljadu americkih dolara (Bras et al.,
2012). Uz otkrice spektra epileptogenih lezija magnetnom rezonancijom i, u manjoj meri, detekciju
antineuralnih antitela koja leze u osnovi manje od 10% epilepsija (Brenner et al., 2013), NGS je
transformisao etioloSku paradigmu epilepsije od one etablirane ro€esterskim registrom od strane
Hauser-a i Kurland-a, u onu koju imamo danas (Slika 12).

Nova paradigma se ogleda u prepoznavanju Cinjenice da varijante u brojnim genima, razlicite
pojedinacne velicine efekta, mogu u€estvovati u nastanku epilepsije, a svojim kumulativnim efektom
ucestvuju u nastanku preko polovine svih epilepsija (Pal et al., 2010). Veli¢ina efekta se odnosi na
verovatno¢u pojave bolesti kod 0sobe koja je nosilac odredene genske varijante. U tom smislu se na
jednoj strani spektra nalaze kauzalni geni i varijante velike veli¢ine efekta, koje dovode do
monogenskih epilepsija ili bolesti udruzenih sa epilepsijom, a na drugoj veliki broj varijanti i gena
male veli¢ine efekta, tj. sa malim uticajem na nastanak epilepsije uz veliki upliv epistatickih,
epigenetskih i sredinskih faktora (Shorvon et al., 2019). Vise o ovoj temi u odeljku 1.6.3.2

Wang i sar. su sistematizovali sve poznate gene ukljucene u patogenezu epilepsije do 2017.
godine (J. Wang et al., 2017). Pregledom internet baza podataka (Online Mendelian Inheritance in
Man database — OMIM, Human Gene Mutation Database — HGMD i EpilepsyGene database) su
izdvojili 935 gena koje su razvrstali u 4 grupe.
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Tabela 5 Klasifikacija epileptickih gena prema funkciji genskog produkta i sindromi sa kojima su povezani u OMIM*,
adaptirano iz J. Wang et al., 2017

Funkcija kodiranog proteina Gen (fenotip)
Jonski Voltazno zavisni SCN1A (DS/GEFS+/FFS, FMTLE), SCN1B (GEFS+), SCN2A
kanali natrijumski kanali (EIDEE/SeLNIE), SCN8A (EIDEE/SeLIE), SCNOA (GEFS+/DS/FFS)
Voltazno zavisni KCNAZ2 (EIDEE), KCNB1 (EIDEE), KCNC1 (PME), KCNMA1
kalijumski kanali (PDE), KCNQ?2 (EIDEE/SeLNE), KCNQ3 (SeLNE), KCNT1
(ADSHE/EIDEE)
HCN kanali HCNL1 (EIDEE)
Voltazno zavisni CACNA1H (cAE/GGE), CACNB4 (GGE/IME)
kalcijumski kanali
Voltazno zavisni hloridni | CLCN2* (GGE/JAE/IME)
kanali
GABAA receptor GABRAL (EIDEE/CAE/ME), GABRB3 (CAE), GABRD
(GEFS+/GGE/JME), GABRG2 (GEFS+/FFS/CAE)
NMDA receptor GRIN2A (FESD), GRIN2B (EIDEE), GRIN2D (EIDEE)
Acetilholinski receptor CHRNAZ2 (ADSHE), CHRNA4 (ADSHE), CHRNB2 (ADSHE)
Enzimii Enzimi AARS (EIDEE), ALDH7A1 (PDE), ALG13 (EIDEE), CDKL5 (EIDEE),
enzimski CERSL1 (PME), CHD2 (COEE), CPAG6 (ADEAF/FFS), DNM1 (EIDEE),
modulatori EPM2A (PME), GNAOL1 (EIDEE), GUF1 (EIDEE), ITPA (EIDEE),
NHLRC1 (PME), PLCB1 (EIDEE), PNPO (PNPOD), PRDMS8 (PTabela
5ME), SIK1 (EIDEE), ST3GALS3 (EIDEE), ST3GALS5 (AIES), WWOX
(EIDEE)
Enzimski modulatori ARHGEF9 (EIDEE), CSTB (PME), DOCKY (EIDEE), TBC1D24
(EIDEE/FIME)
Transporteri | Transporteri SLC12A5 (EIDEE/GGE), SLC13A5 (EIDEE), SLC25A12 (EIDEE),
i receptori SLC25A22 (EIDEE), SLC2A1 (GGE), SLC6A1 (MAE)
Receptori ADRAZ2B (FAME), CASR (GGE), FRRSIL (EIDEE), GPR98 (FFs),
SCARB2 (PME)
Celijski adhezioni proteini CNTN2 (FAME), PCDH19 (EIDEE)
Prenosioci signala EFHC1 (JAE/IME)
Membranski transport GOSR2 (PME), STX1B (GEFS+), STXBP1 (EIDEE)
Citoskeletni proteini LMNB2 (PME), SPTAN1 (EIDEE)
Vezivanje za nukleinske kiseline EEF1A2 (EIDEE), GUF1 (EIDEE)
Neklasifikovani ARV1 (EIDEE), DEPDCS5 (FFEVF, ADSHE, FMTLE), GAL (ADEAF),
KCTD7 (PME), LGI1 (ADEAF), NECAP1 (EIDEE), PRICKLE1 (PME),
PRRT2 (SeLIE), SZT2 (EIDEE), NPRL2 (FFEVF), NPRL3 (FFEVF)

AIES - sindrom infantilne epilepsije kod Amisa (eng. Amish infantile epilepsy syndrome), SeLNIE — samoograni¢ena
neonatalna/infantilna epilepsija (eng. self-limited neonatal/infantile epilepsy); SeLNE — samoograni¢ena neonatalna epilepsija (eng.
self-limited neonatal epilepsy); SeLIE — samoograni¢ena infantilna epilepsija (eng. self-limited infantile epilepsy); ADSHE —
autozomno dominantna hipermotorna epilepsija povezana sa spavanjem, (eng. autosomal dominant sleep-related hypermotor epilepsy),
CAE — decja apsansna epilepsija (eng. childhood apsans epilepsy); COEE — epilepticka encefalopatija sa pocetkom u detinjstvu, (eng.
childhood-onset epileptic encephalopathy), DS — Dravet sindrom; EIDEE — rana infantilna razvojna i epilepticka encefalopatija (eng.
early infantile developmental and epileptic encephalopathy), PDE — epilepsija zavisna od piridoksina (eng. pyridoxine-dependent
epilepsy); FAME — familijarna adultna mioklonicka epilepsija (eng. familial adult myoclonic epilepsy), ADRESD — autozomno
dominantna epilepsija sa dispraksijom govora (eng. autosomal dominant rolandic epilepsy with speech dyspraxia); FFEVF —
familijarna fokalna epilepsija sa varijabilnim fokusima (eng. familial focal epilepsy with variable foci), FFS — familijarni febrilni
napadi (eng. familial febrile seizures), FIME — familijarna infantilna miokloni¢ka epilepsija; ADEAF — autozomno dominantna
epilepsija sa auditornim fenomenima, GEFS+ — genetska epilepsija sa febrilnim napadima plus (eng. genetic epilepsy with febrile
seizures plus), GEPD — generalizovana epilepsija sa paroksizmalnim diskinezijama (eng. generalized epilepsy and paroxysmal
dyskinesia), GGE — genetska generalizovana epilepsija, JAE - juvenilna apsansna epilepsija, JME — juvenilna mioklonicka epilepsija,
MAE — miokloni¢ka atonicka epilepsija, PME, progresivna mioklonicka epilepsija, PNPOD - deficijencija oksidaze piridoksamin 5'-
fosfata (eng. pyridoxamine 5'-phosphate oxidase deficiency); *nazivi fenotipa su uskladeni sa ILAE klasifikacijom epileptic¢kih
sindroma iz 2022; geni ukljuceni u nasu studiju su obelezeni bold slovima

Prvu grupu od 79 gena su cinili geni neposredno odgovorni za epilepsiju. U nju su uvrséeni
geni sa ¢vrstom kauzalnom vezom sa sindromski ¢istom epilepsijom, odnosno sindromima u kojima
je epilepsija dominantni simptom. Medu ovim genima se nalaze i geni povezani sa vise razlicitih
fenotipova, medu kojima mogu biti i oni bez epilepsije, ali je svaki od njih uklju¢en u patogenezu
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barem jednog Cistog epileptickog sindroma. Varijante u ovim genima dovode do 23 tzv. monogenska
epilepticka fenotipa, medu kojima je za 14 za sada identifikovano vise kauzalnih gena. Za varijante
u ovim genima pokazani su razli¢iti nasledni obrasci koji mogu poStovati pravila tzv. mendelske
genetike, nasledivati se po nedefinisanim obrascima ili predstavljati de novo varijante, koje su
narodito Ceste u slu¢aju razvojnih i/ili epilepti¢kih encefalopatija (eng. developmental and/or epileptic
encephalopathy, D/EE) i drugih teskih epileptickih sindroma.

Radi boljeg razumevanja molekulskog mehanizma nastanka ovih oboljenja autori su
klasifikovali ove gene prema funkciji genskog produkta (Tabela 5). Naj¢es¢i medu ovim genima su
geni koji kodiraju jonske kanale (26/79), a potom enzime ili enzimske modulatore (24/79) koji su
cesce bili povezani sa teSkim formama epilepsije. Od 79 gena, 16 je bilo povezano sa vise fenotipova.

U drugu grupu od 73 gena su svrstani tzv. neurorazvojni geni za epilepsiju, ¢ije varijante
dovode do poremecaja mozdanog razvoja razlicite tezine. U ovu grupu spadaju geni kao npr. TSC1 i
TSC2, izazivaci kompleksa tuberozne skleroze. Geni koji kodiraju enzime 1 enzimske modulatore su
¢inili 24/73 gena u ovoj grupi, a drugi po ucestalosti su bili geni koji kodiraju citoskeletne molekule
(15/73), dok us preostali geni ukljuéeni u ¢elijsku adheziju, ekstracelularni matriks, membransku
strukturu i transport ili su im funkcije nepoznate. U ovoj grupi nisu identifikovani geni koji kodiraju
jonske kanale.

U trecu grupu od 536 gena je svrstano 536 gena povezanih sa epilepsijom medu kojima su
geni Cije varijante dovode do sistemskih poremecaja koji mogu biti praceni epilepsijom kao $to je
npr. FMR1 gen ¢iji defekt dovodi do sindroma fragilnog X. U poslednjoj, ¢etvrtoj, grupi je izdvojeno
247 gena koji su potencijalno povezani sa epilepsijom koji u trenutku publikacije nisu bili prisutni u
OMIM bazi. Kauzalna veza mnogih medu njima sa epilepsijom je u meduvremenu potvrdena, kao
Sto su npr. NPRL2 i NPRL3 (Dawson et al., 2020).

Veliki dijagnosticki, terapijski i prognosticki potencijal lezi u boljem razumevanju genetskih
determinanti epilepsije. Zbog toga je izu¢avanje mehanizma epileptogeneze, fenotipsko-genotipskih
korelacija kao i kauzalnog uticaja genetske osnove u epilepsijama u ZiZi interesovanja epileptoloske
naucne zajednice poslednjih decenija. Detaljniji pregled do sada prikupljenih znanja o genetici

fokalnih epilepsija je dat u narednim poglavljima.
1.4 Mehanizmi epileptogeneze u genski uslovljenim epilepsijama

Razvoj hroni¢ne epilepsije podrazumeva kaskadu dogadaja pokrenutu inicijalnim etioloSkim
faktorom koji moze biti lezija mozga poput traume kod stecenih ili nasledena genska varijanta kod
nesteCenih epilepsija. 1z eksperimentalnih studija na Zivotinjskim modelima (Pitk&nen et al., 2017),
kao i iz klini¢kih studija na ljudskoj populaciji (Klein et al., 2018), poznato je da postoji latentni
period izmedu dogadaja koji pokrece proces epileptogeneze i pojave epilepsije kao hroni¢ne bolesti.
Tokom ovog perioda dolazi do gubitka neurona i abnormalne sinapticke reorganizacije Sto
neizostavno dovodi do abnormalnog povecanja ekscitabilnosti 1 sinhronizacije aktivnosti u pojedinim
strukturama mozga (Vojvodié¢, 2014). Epileptogeneza se stoga moze posmatrati kao aktivan proces
koji kao posledicu daje kako iktalne fenomene, tako i trajne funkcionalne i strukturne promene u
mozgu. Postojanje latentnog perioda pre pojave epilepti¢kih napada predstavlja terapijski prozor u
kome se dejstvom specifiénih mehanizmom vodenih molekula moze spreciti razvoj epilepsije 1
udruzenih poremecaja (Vojvodi¢, 2014).

Geni direktno odgovorni za epilepsiju i njihovi produkti su uklju¢eni u raznovrsne Celijske i
tkivne procese (Slika 13, Tabela 5). Medu njima najvecu funkcionalnu grupu ¢ine geni koji kodiraju
ligand ili voltazno zavisne jonske kanale. Varijante u genima za jonske kanale su prvi put opisane u
monogenskim sindromima fokalne epilepsije, kao Sto je ADSHE ili samoograni¢ena neonatalna
epilepsija (eng. self-limited neonatal epilepsy, SeLNE), ali potom i u porodicama sa GGE kao i de
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novo varijante u D/EE. Medu genima iz ove grupe koji ne kodiraju jonske kanale su oni ¢iji genski
produkti verovatno reguliSu funkciju jonskih kanala, kao $to je LGI1, ali i oni ukljuceni u potpuno
drugacije ¢elijske funkcije kao $to je ¢elijska adhezija i neuralni razvoj poput PCDH19 ili regulacija
¢elijskog rasta i proliferacije, kao Sto su regulatori mTOR singalnog puta.

U ovom poglavlju ¢e biti re¢i o opstim funkcionalnim mehanizmima razli¢itih tipova genskih
varijanti, a detaljnije ¢e biti opisane molekularni mehanizmi epileptogeneze uslovljene varijantama u
genima za jonske kanale i regulatore mTOR signalnog puta, koji su naj¢e$¢i mehanizmi
epileptogeneze u genetskim fokalnim epilepsijama.

Jonski kanali Sinapticki proteini
Na+ K+ Na/K+ GABA NMDA

QO\ G
. @-
‘Q -

“M\

Regulatori mTOR signalnog puta Regulatori remodelovanja

X hromatina 1 transkripcije
L

Slika 13 Funkcija proteinskih produkata nekih epileptickih gena, adaptirano iz Ellis et al., 2020.
1.4.1 Funkcionalni efekti genskih varijanti

1.4.1.1 Klasifikacija funkcionalnih tipova genskih varijanti

Gen je definisan kao osnovna nasledna jedinica i definiSe se kao deo DNK koji nosi
informaciju za funkcionalni polipeptid ili molekul RNK. Protein kodiraju¢i geni se sastoje od
kodirajué¢ih sekvenci (egzona) i nekodirajucih sekvenci (introna). Genom podrazumeva kompletan
genetski materijal jedne jedinke ili vrste dok je skup iskljucivo kodiraju¢ih sekvenci egzom i on
saCinjava manje od 2% genoma Coveka.

Genska varijanta oznacava u DNK, odnosno genu, u odnosu na referentnu sekvencu. Tip
genske varijante predstavlja prvu informaciju neophodnu za razumevanje mehanizama
epileptogeneze u genetski uslovljenim epilepsijama. Varijante u genu dovode do izmene finalnog
genskog produkta (RNK ili proteina) koja se u funkcionalnom smislu moze manifestovati
povecéanjem postojece ili pojavom potpuno nove funkcije (tzv. eng. gain of function (GOF) varijante)
ili, sa druge strane, redukcije ili gubitka njegove funkcije (tzv. eng. loss of function (LOF) varijante).
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Medutim, varijante mogu biti i funkcionalno neme. Obim disfunkcije je odreden molekularnim tipom
i veli¢inom varijante kao i funkcijom proteinskog domena koji je njom zahvacen.

Varijante koje dovode do grubljeg narusavanja proteinske strukture dovode do tezih
funkcionalnih izmena ili ¢ak potpunog gubitka proteinskog produkta (tzv. eng. null varijante ili
varijante koje dovode do skrac¢enja proteina). Takve su npr. delecije egzona ili ¢itavih gena, nonsense
varijante koje dovode do prevremenog stop kodona, varijante koje dovode do promene okvira ¢itanja
(tzv. frameshift varijante) koje su obi¢no pracene i nastankom prevremenog stop kodona, ili one koje
zahvataju regione koji ureduju postranskripcionu obradu RNK, odnosno mesta splajsovanja (tzv.
splice-site varijante) (Boillot and Baulac, 2016). Supstitucije pojedina¢nih nukleotida ili male
insercije, duplikacije ili delecije koje ne dovode do promena okvira ¢itanja mogu imati varijabilan
funkcionalni efekat koji je nekada tesko proceniti, ali je tipi¢no blazi nego kod null varijanti.

Vecina genetski determinisanih epilepsija se nasleduju kao autozomno ili X vezana
dominantna oboljenja. Izmenjeni fenotip kod GOF varijanti je posledica prisustva patoloske funkcije,
dok je kod LOF varijanti njegov mehanizam nastanka slozeniji. Neke dominantne varijante dovode
do tzv. dominantnog negativnog efekta u kome prisustvo izmenjenog genskog produkta dovodi do
disfunkcije drugog neizmenjenog alela. Drugi mogu¢i mehanizam je haploinsuficijencija, najéesci
kod null varijanti u kojima polovina prisutnog genskog produkta nije dovoljna za normalnu ¢éelijsku
funkciju (Johnson et al., 2019; Veitia et al., 2018).

1.4.1.2 Metode ispitivanja funkcionalnih konsekvenci genskih varijanti

1.4.1.2.1 Invitro sistemi

Funkcionalna posledica genske varijante po finalni genski produkt, naj¢esée protein, se cesto
ne moze teorijski predvideti. Zbog toga su in vitro sistemi neophodni za procenu prisustva
proteinskog produkta kao i njegove funkcionalnosti. Za funkcionalno ispitivanje jonskih kanala se
mogu Kkoristiti heterologi ekspresioni sistemi poput oocite africke kandzaste zabe, Xenopus laevis-a,
ili ¢elijske kulture sisara iz tkiva izvan nervnog sistema, poput humanih embrionalnih bubreznih
¢elija. Ovakvi sistemi obi¢no dozvoljavaju razlikovanje neutralnih varijanti od onih koje dovode do
disfunkcije proteina. Medutim, njihov vazan nedostatak je u odsustvu formiranja sinapti¢kih veza
zbog ¢ega ne dozvoljavaju procenu sinapticke disfunkcije (Mantegazza et al., 2010).

Neuronalni sistemi, bilo kultura celijskih linijja ili primarnih neuronalnih kultura
eksperimentalnih Zivotinja omogucavaju ispitivanje izmene genske ekspresije, prerasporedivanja
¢elija i ugradivanja proteina i njihove sposobnosti vezivanja za relevantne molekule. Problem njihove
upotrebe su tehni¢ka ograni¢enja kao $to je mala vijabilnlost primarnih kultura, ali 1 otezana
interpretacija dobijenih funkcionalnih rezultata. Sta vige, endogeni proteini ulaze u interakcije sa
ispitivanim proteinom i mogu maskirati njegove efekte, a nezreli, pogotovu embrionalni neuroni, se
mogu drugacije ponasati u odnosu na zrele ¢elije kod pacijenata. (Mantegazza et al., 2010). Posebno
interesantna opcija su neuronske kulture dobijene indukcijom pluripotentnih ¢elija poreklom od
fibroblasta koze pacijenata, koje omogucavaju funkcionalno ispitivanje specificne genetske
konstelacije kod pojedina¢nih pacijenta (Mantegazza et al., 2010). lako su neuronalni i heterologi
sistemi vazni instrumenti za bazi¢nu ocenu funkcionalne alteracije izmenjenih proteina, oni ne
pruzaju mogucnost ispitivanja citoarhitektonskih karakteristika tkiva kao ni izmene organizacije
neuralnih mreZza, koji su verovatno presudni mehanizmi epileptogeneze (Boillot and Baulac, 2016).

1.4.1.2.2 Invivo i ex vivo sistemi

Genetski modifikovani in vivo animalni modeli omogucéavaju sagledavanje Sirih
funkcionalnih efekata varijanti i validaciju fenotipskih karakteristika opserviranih kod pacijenata.
Najcesce eksperimentalne zivotinje koriS¢ene u modelima epilepsije su misSevi, ali se ¢esto koriste i
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plave zebrice i pacovi. U knock-out modelima je ciljani gen u potpunosti onesposobljen ¢ime se
oponasaju potpune LOF varijante. Ovi modeli su korisni za evaluaciju null varijanti kao $to su
nonsense, frameshift ili splice-site varijante. Kod konstitutivnih knock-out modela gen je trajno
inaktiviran u svim tkivima eksperimentalne Zivotinje. Nasuprot tome, kod uslovnih knock-out
zivotinja inaktivacija gena se deSava samo u selektovanim tkivima ili u vremenskim zavisnom okviru,
§to omogucava evaluaciju varijanti koje su kod eksperimentalne zivotinje inkompatibilne sa Zivotom.
Kod knock-in modela, endogeni genski alel je zamenjen verijantnim alelom ¢ime je moguce ispitati
efekte missense varijanti, §to je narocito vazno za ispitivanje GOF varijanti (Grone and Baraban,
2015). Heterozigotni knock-in modeli omoguéavaju ispitivanje i mehanizama dominantnog
nasledivanja poput haploinsuficijencije ili dominantno-negativnog efekta (Guerrini et al., 2014).
Ranije su za ispitivanje GOF varijanti koris¢eni transgeni modeli sa pove¢anom ekspresijom kod
kojih je viSe kopija ispitivanog gena ubaceno u genom zivotinje, ali su oni u najve¢oj meri zamenjeni
knock-in modelima ¢iji efekti su blizi fizioloskim (Grone and Baraban, 2015).

EX vivo preparati se mogu dobiti iz eksperimentalnih zivotinja ili humanog materijala, obi¢no
od pacijenata podvrgnutih hirurSskom le¢enju epilepsije. Ex vivo preparati su posebno korisni za
razumevanje molekularnih, kao 1 histoloskih karakteristika neuralnih alteracija kod nekih
monogenskih epilepsija poput mTORopatija (Mantegazza et al., 2010).

1.4.2 Epileptogeneza usled disfunkcije jonskih kanala

1.4.2.1 Struktura jonskih kanala i requlacija ekscitabilnosti neuronalne membrane

Hiperkescitabilnost i hipersinhronija su osnovne odlike epileptogeno izmenjenog tkiva, te nije
iznenadujuce da u nastanku epilepsije jonski kanali koji reguliSu neuronalnu ekcitabilnost igraju
vaznu ulogu u njenom nastanku. Voltazno zavisni jonski kanali su proteinski polimeri sa centralnom
porom koju gradi glavna, a subjedinica, dok pomoc¢ne subjedinice (B, y i 8) modulisu funkciju kanala.
Funkcionalni kanal nastaje medusobnom agregacijom proteinskih subjedinica koje grade razlicite
homo i hetero oligomere.
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Desenzitizovan
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Slika 14 Shematski prikaz razlic¢itih konformacionih stanja jonskih kanala, adaptirano iz Maljevic and Lerche.,2019

Natrijumski kanali se mogu na¢i u jednom od 3 konformaciona stanja — zatvorenom,
otvorenom i inaktiviranom stanju (Slika 14). Kanali su u stanju mirovnog membranskom potencijala
zatvoreni pomocu tzv. aktivacionih vratanaca koja se otvaraju prilikom membranske depolarizacije.
Otvaranje kanala omogucava influks natrijumskih jona iz ekstracelularnog u intracelularni prostor §to
je odgovorno za strmi ushodni krak akcionih potencijala (AP) (Slika 15). Natrijumski kanali ostaju
otvoreni nekoliko milisekundi, nakon Cega usled odrzavanja depolarizacije membrane dolazi do
zatvaranja inaktivacionih vratanaca ¢ime kanal ulazi u inaktivirano stanje. Inaktivirani kanal je
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zatvoren do postizanja potpune i odrzane repolarizacije membrane. Tokom ovog perioda kanal je
refraktaran na ponovnu depolarizaciju membrane.
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g i Na*kanala
= Na' kanala : .
% 1 otvaranje
. K* kanala
2
g . .
8 Svi kanali
@ postizu
§ stanje
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membranski e ) \ =
o : \w/
1
1
.
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Slika 15 Shematski prikaz akcionog potencijala, adaptirano iz Verma et al., 2019.

Kalijumski kanali nemaju inaktivaciona vrata i konstituciono se otvaraju depolarizacijom.
Kalijumska struja iz intracelularnog ka ekstracelularnom prostoru dovodi do repolarizacije, a potom
i hiperpolarizacije membrane. U ovom stanju i natrijumski i kalijumski kanali bivaju prevedeni iz
inaktiviranog u zatvoreno stanje. Poremecaj inaktivacije natrijumskih ili disfunkcija kalijumskih
kanala dovodi do protrahovane depolarizacije membrane $to posledi¢no dovodi do okidanja serije AP
i neuronalne hiperekcitabilnosti (Verma et al., 2019).

Ligand zavisni jonski kanali su u stvari jonotropni neurotransmiterski receptori. Sli¢no drugim
receptorima, mehanizam signalne transmisije je zasnovan na konformacionim promenama koje
nastupaju po vezivanju liganda koje prevodi kanal iz zatvorenog u otvoreno stanje (Slika 15). U
slucaju prolongiranog prisustva liganda, kanal ulazi u desenzitizovano stanje u kome je zatvoren do
njegovog uklanjanja, sto dovodi do deaktivacije kanala i prevodi ga u zatvoreno stanje. Po analogiji,
poremecaj desenzitizacije kao i deaktivacije moze uvesti neuron u hiperekscitabilno stanje (Maljevic
and Lerche, 2019).

Molekularna raznolikost proteinskih subjedinica 1 njihove razlicite oligomerske kombinacije
dovode do velike heterogenosti jonskih kanala. Zbog toga varijante u genima za subjedinice razlicite
tkivne specificnosti daju Sirok spektar klini¢kih fenotipova u okviru kojih se najcesée javljaju
miotonija, sréane aritmije, gluvoca ili epilepsija. Sta vise, klini¢ki efekat varijante je determinisan i
distribucijom proteinskih subjedinica u razli¢itim mozdanim strukturama, neuronalnim ili glijalnim
¢elijama, ¢elijskim kompartmanima, kao i razvojnim periodom njegove ekspresije (Slika 16) (Lerche
et al.,, 2013). Zbog toga varijante u jonskim kanalima se mogu klini¢ki manifestovati razli¢itim
fenotipovima Cesto vezanim za specificni razvojni period (detaljnije u Poglavlju 1.5.1). Pregled
najéeSc¢ih gena za jonske kanale ukljucenih u patogenezu epilepsije je dat na Slika 17.
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Slika 16 Neuronalna lokalizacija voltazno i ligand zavisnih jonskih kanala, adaptirano iz Lerche et al., 2013.
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2014.
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1.4.2.2 Epileptogeneza u natrijumskim kanalopatijama

Centralna pora voltazno zavisnih natrijumskih kanala (Nav) se sastoji od tetramera o
subjedinica sa ¢etiri homologna regiona od kojih svaka ima Sest transmembranskih segmenata Postoji
devet razli¢itih gena koji kodiraju razliite o subjedinice voltazno zavisnih natrijumskih kanala
(SCN1A-SCN11A, SCN6A i SCNTA oznaCavaju isti gen koji kodira natrijumski kanal Koji nije
voltazno zavisan), od Kojih je ¢etiri eksprimirano u mozdanom tkivu (Tabela 6).

Tabela 6 Subcelularna distribucija subjedinica natrijumskih voltazno zavisnih kanala u mozgu

Gen Kanal | Predominantna lokalizacija Uzrast
SCN1A | Nayl.1 | Soma, proksimalni dendriti, inicijalni Prisutni po rodenju, broj raste do
segment inhibitornih interneurona adultnog doba
SCN2A | Nayl1.2 | Dendriti i nemijelinizovani aksoni Prisutni tokom embrionalnog razvoja,
broj raste do adultnog doba
SCN3A | Nay1.3 | Soma i proksimalni dendriti Prisutni tokom embrionalnog razvoja,
raste do rodenja, potom opada
SCNB8A | Nay1.6 | Ranvijerovi ¢vorovi, inicijalni segment, pre- i | Prisutni tokom kasnog embrionalnog
postsinapti¢ke membrane, dendriti, soma perioda, broj raste do adultnog doba

Ovi proteini pripadaju Nav1 subfamiliji i imaju Siroku i heterogenu distribuciju u mozdanim
neuronima i glijama zbog ¢ega su ukljuceni u razli¢ite faze neuronalne transmisije. Cetiri dodatna
gena kodiraju pomo¢ne P subjedinice koje ucestvuju u modulaciji. (Vacher et al., 2008).

1.4.2.2.1 Epileptogeneza kod varijanti u SCN1A genu

SCN1A gen kodira a subjedinicu Nay1.1 kanala. Varijante u ovom genu su najéesc¢e opisane
kod genetske epilepsije sa febrilnim napadima plus (eng. genetic epilepsy with febrile seizures plus,
GEFS+) (Cossette et al., 2003), Dravet sindromu (DS) (C. Depienne et al., 2009; Marini et al., 2009),
ali i fokalnoj epilepsiji koja moze biti udruzena sa hipokampalnom sklerozom (Kasperaviciute et al.,
2013). SCN1A varijante su detektovane kod priblizno 10% pacijenata sa GEFS+, i ¢ak 85% pacijenata
sa DS (Lossin, 2009). Vecina varijanti opisanih kod GEFS+ fenotipa su missense tipa koje dovode
do funkcionalnih promena ali ne i potpunog gubitak funkcije Nav1.1 kanala. Najveci broj slucajeva
GEFS+ se nasleduje po kompleksnom obrascu, mada je kod manjeg broja opisano i autozomno
dominantno nasledivanje sa nepotpunom penetrantnoscu i varijabilnim fenotipom u okviru zahvacene
familije. Sem toga, opisani su i sporadi¢ni slucajevi sa de novo varijantama koje karakteriSe
varijabilna fenotipska ekspresija ¢ak i kod istih varijanti. Ovo sugeriSe postojanje znacajnog upliva
velikog broja modifikuju¢ih gena. Nasuprot tome, najveéi broj DS se javlja sporadi¢no usled de novo
null varijanti koje dovode do skracenja proteina, ali i missense varijante, kao i delecije jednog ili vise
egzona (Lossin, 2009).

Patogene varijante u SCN1A genu povezane sa klasi¢nim epilepti¢kim fenotipom za posledicu
tipi¢no imaju LOF. In vitro modeli su pokazali visi pragovni potencijal za aktivaciju, duze trajanje
inaktivacije i niZe struje, §to sugeri$e redukovanu ekscitabilnost (Barela et al., 2006). Sta vise, DS je
Cesto povezan sa null varijantama Nav1.1 kanala (Madia et al., 2006; Suls et al., 2006). Yu i sar su
kod heterozigota Scnla knock-out misa koji oponasa LOF varijante pokazali epileptiformnu
interiktalnu aktivnost, spontane epilepticke napade kao i snizen prag za napade uzrokovanje
hipertermijom (Yu et al., 2006). Homozigoti su bili izrazeno ataksi¢ni i umirali su do 15. dana po
rodenju. Elektrofizioloska ispitivanja ekscitatornih hipokampalnih piramidnih neurona nisu pokazale
izmene natrijumskih struja, ali je pokazana znac¢ajna redukcija natrijumskih struja u GABA-ergickim
hipokampalnim interneuronima kao i Purkinjeovim neuronima cerebeluma (Kalume et al., 2007).
Verovatno je disfunkcija GABA-ergickih interneurona presudna za nastanak epilepsije dok je
disfunkcija Purkinjeovih neurona odgovorna za ataksiju tipicnu za homozigotne miseve. Interesantno
je spomenuti da je kod ovih miSeva pokazano i kompenzatorno povecanje ekspresije Navl.3
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embrionalnih kanala, koje je za sada nerazjasnjenog znacaja. Slican poremecaj inhibicije su pokazali
i Ogiwara i saradnici u drugom animalnom modelu DS, upotrebom knock-in misa sa SCN1A nonsense
varijantom (Ogiwara et al., 2007). Heterozigotni miSevi su klini¢ki imali epilepticke napade, a
patohistoloski je pokazana redukcija Nayl1.1 kanala u inicijalnom segmentu parvalbumin pozitivnih
inhibitornih neokortikalnih interneurona, dok piramidni neuroni nisu bili funkcionalno izmenjeni. U
knock-in misu sa missense varijantama, identifikovanom kod obolelih od GEFS+, pokazana je
presinapti¢ka dezinhibicija uzrokovana disfunkcijom GABA-ergi¢kih interneurona (Hedrich et al.,
2014). Sveukupno uzevsi, rezultati dosadasnjih studija pokazuju da Navl.l kanal dominantno
reguliSe ekscitabilnost inhibitornih interneurona, te da je klini¢ka slika SCN1A varijanti posledica
selektivnog gubitka inhibicije i prevage ekscitatornih signala, ali verovatno i trofi¢ckih promena
uzrokovanih izmenom GABE-ergi¢ke transmisije tokom intrauterinog razvoja.

U novijim studijama je opisan i SCN1A GOF fenotip koji sem familijarne hemiplegi¢ne
migrene u lak$im slucajevima obuhvata i teSku D/EE sa udruzenim diskinezijama i poremecajima
kostano zglobnog sistema. O njima ¢e biti vise re¢i u Poglavlju Error! Reference source not found..

1.4.2.2.2 Epileptogeneza kod varijanti u SCN2A genu

Varijante u SCN2A genu, koji kodira a subjedinicu Nay1.2 kanala, su prvi put opisane kod
samoograni¢ene neonatalne/infantilne epilepsije (eng. self-limited neonatal/infantile epilepsy,
SeLNIE). Od tada je opisano preko 200 varijanti u ovom genu koje su povezane sa heterogenim
spektrom fenotipova, koji ukljucuje druge samoogranicene epilepticke sindrome ranog detinjstva, ali
i teske epilepticke sindrome poput rane infantilne razvojne/epileptic¢ke encefalopatije (eng. early
infantile developmental and epileptic encephalopathy, EIDEE, ranije Ohtahara sindrom), infantilne
epilepsije sa migriraju¢im fokusima (eng. epilepsy of infancy with migrating focal seizures, EIMFS),
D/EE nalik DS, West-ovog sindroma, Lennox-Gastaut-ovog sindroma i nespecifi¢énih D/EE. Sa ovim
varijantama je povezana i intelektualna onesposobljenost (10), kao i poremecaji iz autisticnog spektra
(PAS) bez epilepsije (Wolff et al., 2017).

Vreme pocetka bolesti dobro koreliSe sa terapijskim odgovorom na blokatore natrijumskih
kanala, poput fenitoina, karbamazepina i okskarbazepina. Sindromi ranog pocetka tipi¢no dobro
reaguju na ove AEL, dok su oni kasnog pocetka pogorSani njihovom primenom. Ovo sugeriSe da su
sindromi ranog pocetka mozda uzrokovani GOF, dok su oni kasnijeg pocetka uzrokovani LOF
varijantama. Medu GOF varijantama opisani su razli€iti elektrofiziolski mehanizmi, poput usporene
inaktivacije i njenog kraceg trajanja, pojacanje perzistentnih natrijumskih sutruja, depolarizacioni
pomeraj inaktivacione ili hiperpolarizacioni pomeraj aktivacione krive, sa suprotnim efektima kod
LOF varijanti (Wolff et al., 2017).

Drugi mehanizam kojim se moze objasniti uzrasna zavisnost sindroma povezanih sa SCNA2A
varijantama je povecana ekspresija Nay1.2 kanala u inicijalnom segmentu aksona piramidnih neurona
hipokampusa i neokorteksa kod miSeva u neonatalnom i infantilnom periodu, koji kasnije bivaju
zamenjeni Nav1.6 kanalima. Kod adultnog misa, Nav1.2 se predilekciono nalaze na
nemijelinizovanim aksonima, kao $to su npr. mahovinasta vlakna hipokampusa koja se projektuju
prema inhibitornim interneuronima. lzgleda da GOF varijante deluju povecanjem ekscitabilnosti
piramidnih neurona kod sindroma sa ranim pocetkom dok je kod bolesti kasnog pocetka dominatni
mehanizam gubitak inhibicije (Liao et al., 2010).

Jo§ jedan mehanizam kojim se moze objasniti uzrasna zavisnost fenotipa povezanog sa
SCN2A varijantama je u razlicitoj ekscitabilnosti neonatalne i adultne izoforme kanala. Naime,
adultni Nav1.2 je vece ekscitabilnosti u odnosu na neonatalnu, $to je verovatno upravljeno
alternativnim uzrasno zavisnim splajsingom. Tako je kod varijanti povezanih sa SeLNE, pokazana
povecava ekscitabilnost neonatalnog kanala koja odgovara onoj kod adultne izoforme, ¢ime se moze

30



objasniti i uzrasno zavisna remisija koja nastupa sa povecanjem broja adultnih kanala (Xu et al.,
2007).

1.4.2.2.3 Epileptogeneza kod varijanti u SCN1B genu

Istorijski gledano, prvi epilepticki sindrom povezan sa natrijumskom kanalopatijom je bio
GEFS+ povezan sa varijantom u SCN1B genu za 1 subjedinicu natrijumskog kanala (Wallace et al.,
1998). U meduvermenu su opisane brojne druge varijante u ovom genu koje su tipicno povezane sa
preosetljivos¢u na febrilnost, ali su opisani i1 pacijenti sa tipicnom klinickom slikom epilepsije
temporalnog reznja (Scheffer et al., 2007). Studije sa knock-in miSevima su pokazale povecanu
osetljivost na hipertermiju, kao i smanjenu ekspresiju B1 subjedinice u inicijalnom segmentu aksona
piramidnih neurona (Wimmer et al., 2010). In vitro studije sugerisu gubitak funkcije f1 subjedinice
sa posledicnim povecanjem natrijumske struje usled usporene inaktivacije i smanjenja dekrementa
prilikom visokofrekventne aktivacije, kao i poremecaj interakcije izmenjene 1 subjedinice sa a
subjedinicom kanala (Meadows et al., 2002).

1.4.2.3 Epileptogeneza u kalijumskim kanalopatijama
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Slika 18 Subcelularna lokalizacija (a) i uloga u AP (b) razlicitih izoformi Ky kanala. Adaptirano iz Maljevic and Lerche
2013.

Voltazno zavisni kalijumski kanali ¢ine najvecu grupu jonskih kanala sa velikom raznoliko$¢u
u kinetici aktivacije i inaktivacije. Geni koji kodiraju a subjedinicu voltazno zavisnih kalijumskih
kanala ¢ine najvecu gensku familiju jonskih kanala sa preko 40 ¢lanova ¢iji proteinski produkti su
klasifikovani u 12 subfamilija (Kv1- Kv12). Centralna pora je sadinjena od tetramera a subjedinica u
formi homotetramera ili heterotetramera razlicitih a subjedinica koje su kodirane razli¢itim genima
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koji pripadaju istoj subfamiliji. Tako je slu¢aj sa Kv1, Kv7 i Kyv10. Cetiri subfamilije (Kv5, Kv6, Kv8
I Kv9) ne grade samostalne funkcionalne oligomere poput ostalih, ve¢ se ponasaju kao modulatorne
subjedinice i grade heteromere sa Kv2 subjedinicama (Vacher et al., 2008). Raznolikosti kalijumskih
kanala doprinose i brojni modulatorni molekuli (akcesorne subjedinice, kao i drugi proteini koji nisu
u sastavu samog kanala), alternativni RNK splajsing i postranslacione modifikacije a subjedinicnog
peptida (Gutman et al., 2005).

Voltazno zavisni kalijumski kanali su zaduzeni za generisanje dva tipa struja. Brzi kalijumski
kanali su aktivirani na suprapragovnim potencijalima i generiSu A struje koje reguliSu repolarizaciju
membrane, dok su spori Kv7 kanali su aktivirani na subpragovnim potencijalima i generiSu M struju
koja je neophodna za stabilizaciju membrane i deluje kao kocnica za okidanje AP (Slika 18b)
(Maljevic and Lerche, 2013). Kv1 izoforme su eksprimirane duz aksona i presinaptickih terminala,
Kv2 na somi i dendritima, Kv3 na dendritima ili aksonima, Kv4 na u somatodendritskoj membrani,
Kv7 na aksonima ili somatodendritskoj membrani (Slika 18a). Malo je poznato o subcelularnoj
lokalizaciji Kv5-6 i Ky8-12 (Vacher et al., 2008).

1.4.2.3.1 Epileptogeneza kod varijanti u KCNA1 i KCNA2 genima

Ovi geni kodiraju Kv1.1 i Ky1.2 kanale koncentrisane na aksonskim i presinapti¢kim
membranama gde su zaduzeni za protok A struja odgovornih za repolarizaciju membrane tokom AP.
Varijante u KCNAL genu su ranije opisane kod epizodi¢ne ataksije tip 1, autozomno dominantnog
oboljenja kod kojeg se kao deo klinicke slike mogu javiti i1 epilepticki napadi, ali epilepsija nije
dominantni simptom bolesti. Medu obolelima iz iste familije ¢esto ima ¢lanova i sa i bez epilepsije.
To znaci da ovaj gen moZemo smatrati pre faktorom rizika za nastanak epilepsije nego genom velikog
efekta, kao $to su drugi do sada opisani geni u ovom poglavlju (Reid et al., 2009). Patogene varijante
su tipicno LOF tipa i dovode do izmenjene kinetike otvaranja kanala i redukcije amplituda
kalijumskih struja. Tezina klinickog fenotipa zavisi od stepena osSte¢enja funkcije. Kcnla knock-out
mi$ ima epilepticki fenotip, te nije sasvim jasno kojim patofizioloskim mehanizmom nastaje
fenotipski spektar kod coveka (Maljevic and Lerche, 2013). KCNA2 varijante mogu dati slic¢an, ali i
vrlo razli¢it fenotip u zavisnosti od tipa varijante. GOF varijante su povezane sa tezim fenotipom u
okviru kojeg se javljaju D/EE, ataksija i 10 (Syrbe et al., 2015), dok su LOF varijante ¢esc¢e povezane
sa epizodi¢nom ataksijom i blagom epilepsijom (Corbett et al., 2016).

1.4.2.3.2 Epileptogeneza kod varijanti u KCNQ2 i KCNQ3 genima

KCNQ2 i KCNQ3 kodiraju Ky7.2 i Ky7.3 voltazno zavisne kalijumove kanale. Ovi kanali
kontroliSu membranske M struje koje su kocnica aksonalne ekscitacije (Delmas and Brown, 2005).
Varijante u ovim genima su povezane prevashodno sa SeLNE, ali i C¢itavim spektrom
samoograni¢enih fokalnih epilepsija u neonatalnom i infantilnom periodu, kao i nekim D/EE poput
EIDEE (Maljevic and Lerche, 2013). Patogene varijante dovode do redukcije M struje Sto za
posledicu ima membransku depolarizaciju i olak$ano okidanje AP (Selyanko et al., 2001). Kod D/EE
povezanih sa KCNQ2 varijantama je pokazan i dominanto-negativni efekat (Orhan et al., 2014). Sem
toga, opisane su i GOF varijante (Devaux et al., 2016; Millichap et al., 2017). Ve¢ina KCNQ?2 varijanti
se nalazi u C-terminalnom regionu koji je kljucan za oligomerizaciju (Schwake et al., 2003) kao i
interakciju Kyv7.2 sa kalmodulinom koji u¢estvuje u funkcionalnoj modulaciji kanala (Richards et al.,
2004).

Uzrasna zavisnost klini¢ke ekspresije SeLNE je posebno interesantna. Sindrom nastupa
najcesce drugog ili tre¢eg dana zivota. Kod prematurusa bolest nastupa tek drugog ili treCeg dana
posle dostizanja gestacijske zrelosti od 40 nedelja, Sto sugeriSe da je za klinicku ekspresiju potrebno
dosti¢i specifican nivo maturacije. Bolest ulazi u spontanu remisiju tipi¢no do Sestog meseca Zivota,
koja se ne moze objasniti razvojno zavisnom ekspresijom Kv7.2 i Ky7.3 kanala jer broj ovih kanala
raste od embrionalnog do adultnog perioda. Verovatnije objasnjenje je u konverziji GABA-ergicke
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transmisije iz ekscitatorne u inhibitornu zbog koje je tokom najranijeg razvoja neuronalna inhibicija
bazirana na kalijumskim strujama od presudnog znacaja te je disfukcija uslovljena KCNQ2 i KCNQ3
varijantama dovoljna za nastanak napada (Okada et al., 2003). Takode je moguce da po dostizanju
kriticnog broja kanala dolazi do ekspresije bolesti koja potom ulazi u spontanu remisiju sa porastom
broja kanala $to posledi¢no ¢ini kalijumske M struje dovoljno robusnim da male izmene protoka kroz
mutirani kanal ne mogu da dovedu do izmena u ekscitabilnosti (Maljevic and Lerche, 2013).

1.4.2.3.3 Epileptogeneza kod varijanti u KCNT1 genu

KCNT1 gen kodira natrijum zavisni kalijumski kanal (Kna) koji, slicno Kv2.1 kanalu,
ucestvuje u generisanju spore inaktivirajuc¢e kalijumske struje koja je ukljuc¢ena u hiperpolarizaciju
membrane pri repetitivnoj stimulaciji. GOF varijante u ovom genu su opisane kod EIMFS (Barcia et
al., 2012) i teskoj formi ADSHE ranog pocetka koja je pracena psihijatrijskim komorbiditetima i 10
(Heron et al., 2012). U oba slucaja epilepsija je vrlo rezistentna na AEL. Barcia i sar. su opisali
konformacione promene uslovljene genskom varijantom koje su sli¢ne onim koje se vide pri aktivaciji
normalnog kanala. To za posledicu ima viSestruko uvecanje amplitude jonske struje. Drugi
mehanizmi potencijalno ukljuéeni u fenotipsku heterogenost su interakcije sa drugim membranskim
proteinima uklju¢enim u razvojne singnalne puteve, §to moze imati ulogu kako u epileptogenezi, tako
i u nastanku neurorazvojnih poremecaja (Weckhuysen and Korff, 2014). Milligan i sar. su pokazali
uvecanje kalijumskih struja u in vitro modelima cetiri varijante opisane kod ADSHE i tri varijante
opisane kod EIMFS, sa visestruko ve¢im uvecanjem kod EIMFS varijanti (Milligan et al., 2014).
Autori su u istoj studiji pokazali da kinidin efikasno i reverzibilno blokira kako sve varijante ovog
kanala. Medutim, uprkos obecavajuc¢im laboratorijskim rezultatima, kinidinska terapija kod pacijenta
sa ovim poremecajem je dala razoCaravajuce rezultate, verovatno usled ograni¢enja nametnutih
cestim kardioloSkim sréanim aritmijama koje se javljaju kao nezeljeni efekti ili neefikasnos¢u usled
kasne primene, ogranicenog transporta kroz hematoencefalnu barijeru ili drugih do sada nedovoljno
razjasnjenih mehanizama (Gertler et al., 1993).

1.4.2.4 Epileptogeneza kod varijanti u genima za nikotinski receptor

Nikotinski acetil-holinski (NnACh) i GABAA receptori pripadaju istoj familiji ligand zavisnih
kanala. nACh receptori imaju pentamernu strukturu sacinjenu od dve a 1 tri 3 subjedinice. Do danas
je opisano 17 nACh receptor subjedinca — a2- a10 i B2- P4, 0, € 1y sa razli¢itom ekspresijom u nervnom
tkivu. Njihova subcelulara lokalizacija je tipicno na somi i dendritima postsinaptickih neurona, gde
su direktno uklju¢eni u neuronalnu transmisiju ili na aksonskim terminalima gde imaju modulatornu
ulogu. Najcesce subjedinice u mozgu su o4 i B2, kodirane od strane CHRNA4 i CHRNB2 gena.
CHRNA2 kodira o2 subjedinicu koje je predilekciono locirana na GABA-ergickim interneuronima
(Hogg et al., 2003).

Varijanta u a4 subjedinici nikotinskog acetil-holinskog receptora je opisana jo§ 1995. u
retkom monogenskom sindromu fokalne epilepsije, ADSHE (Steinlein et al., 1995). Od tada, vise
varijanti sa istim fenotipom je opisano u ovom genu, kao i srodnim CHRNA2 i CHRNB2 genima
(Conti et al., 2015; De Fusco et al., 2000; Phillips et al., 2001; Trivisano et al., 2015b). Varijante
povezane sa ADSHE tipi¢no zahvataju M2 transmembranski segmenti i u in vitro modelima
povecéavaju osetljivost receptora na acetil-holinsku aktivaciju (Fonck et al., 2003), verovatno putem
stehiometrijskih izmena kanalskih heteromera (Son et al., 2009). Lignandna preosetljivost dovodi do
izmene receptorske kinetike 1 do povecanog influksa kalcijuma, Sto posledi¢no dovodi do povecanog
oslobadanja neurotransmitera (Reid et al., 1998).

Kod knock-in miSeva sa patogenim humanim varijantama je pokazano ¢ak 20 puta povecano
oslobadanje transmitera u inhibitornim sinapsama pri acetil-holinskoj stimulaciji. Ovakvo uvecanje
GABA-ergicke inhibicije je koncentrisano na piramidnim neuronima II 1 III kortikalnog sloja, koji su
u fizioloSkim uslovima asinhrono aktivirani. Simultana i snazna inhibicija ovih neurona verovatno
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dovodi do patoloSke hipersinhronizacije njihovog okidanja, Sto objasnjava prividno paradoksalnu
prevagu inhibicije u patogenetskom mehanizmu nastanka epileptickih napada (Klaassen et al., 2006).
Ova hipoteza je podrzana i supresijom napada primenom subkonvulzivnih doza blokatora GABAA
receptora (Mann and Mody, 2008).

1.4.2.5 Epileptogeneza kod varijanti u genima za GABAA, receptor

GABAA receptor je, sliéno nACh receptoru, takode pentamerne strukture, ali je, nasuprot
katjon selektivnom nACh receptoru, selektivan za anjone. Poznato je Sest a, Cetiri P, tri vy, jedna 9,
jedna ¢, jedna 7 i tri p subjedinice ali je daleko najces¢i kombinacija nadena u ¢ovekovom mozgu
2012PB21y2 (Sieghart et al., 1999). GABAA receptor je kljuéni posrednik u inhibitornoj modulaciji
neuralnih signala (Noebels et al., 2012).

Kako je GABA je glavni inhibitorni neurotransmiter u mozgu sisara, nije iznenadujuce da je
disfunkcija GABA transmisije povezana sa nastankom epilepsije. Do danas su u epilepsiji opisane
samo varijante u genima za GABAA receptor sa kojima je povezan Sirok fenotipski spektar od blazih
sindroma poput febrilnih napada, GEFS+ ili GGE na jednom do DS i drugih D/EE na drugom kraju
(Harkin et al., 2002; Mgller et al., 2017; Reid et al., 2009).

Epilepsija je ¢esto vezana za varijante u GABRG2 i GABRA1L genu. Ovi geni kodiraju y2 i o1
subjedinicu koje ulaze u sastav najrasprostranjenije subjedini¢ne garniture GABAAa receptora u
mozgu, a1f2y2. Veliki broj in vitro studija je izu¢avao funkcionalne posledice varijanti u ovim genima
kod kojih su pokazane izmene aktivacione ili inaktivacione kinetike, smanjenje neuronalne ekspresije
kanala, poremecaj sklapanja i ugradnje jonskog kanala u ¢elijsku membranu ili smanje afiniteta za
vezivanje liganda (Audenaert et al., 2006; Bianchi et al., 2002; Bowser et al., 2002; Harkin et al.,
2002; Kang et al., 2006; Krampfl et al., 2005; Mgller et al., 2017; Sancar and Czajkowski, 2004).
Sveukupno, ovi rezultati verovatno ukazuju na hiperekscitabilnost nastalu usled poremec¢aja GABAA
posredovane inhibicije. Uz to, u in vivo modelima R43Q varijante u GABRG2 genu su, sem izmena
jonskog protoka (Tan et al., 2007), pokazane i razvojne izmene ekscitabilnosti u neuronalnoj mrezi
(Chiu et al., 2008). Ovo sugerise da patogene GABRG2 varijante dovode do izmena slozene kaskade
dogadaja koji upravljaju dugoro¢nom stabilno$¢u neuronalne mreze.

Vecéina istrazivanja je fokusirana na fazicku GABAAa transmisiju. Medutim, kod pomenute
R43Q GABRG2 varijante u in vitro modelima je pokazana redukcija tonickih struja, dok su fazicke
struje bile neizmenjene (Eugeéne et al., 2007). Sta vise, sugerisano je da varijante u GABRD genu za
0 subjedinicu mogu biti faktori rizika u patogenezi GEFS+ i juvenilne mioklonicke epilepsije (JME)
(Dibbens et al., 2004). Receptori koji sadrze 6 subjedinicu su eksprimirani ekskluzivno u na
ekstrasinaptickoj membrani gde ih aktivira ambijentalno prisutna GABA zbog ¢ega oni ucestvuju
iskljuc¢ivo u toni¢kim strujama (Mody, 2001). Moguce je da tonicka inhibicija igra ve¢u ulogu nego
Sto se ranije mislilo.

GABA-ergicka transmisija je zavisna od intracelularne koncentracije hlora koja je
kontrolisana katjon-hloridnim transporterom KCC2. Ovaj transporter kodira SLC12A5 gen cije
varijante su utvrdene kod pacijenata sa febrilnim napadima (Puskarjov et al., 2014), EIMFS
(McTague and Kurian, 1993) i GGE (Geng et al., 2019). Ovo, uz ve¢ pokazanu disfunkciju inhibicije
kod SCN1A, SCN2A i KCNCL1 varijante, podrzava hipotezu da je GABA-ergicka disfunkcija jedan od
naj¢es$¢ih mehanizama epileptogeneze kod genetskih epilepsija.

1.4.2.6 Epileptogeneza kod varijanti u genima za NMDA receptor

N-metil-D-aspartat (NMDA) receptor je kalcijumski kanal i jedan od tri jonotropna
glutamatna receptora. Familija NMDA receptora se sastoji od tri subjedinice (GIuN1-3).
Funkcionalni NMDA receptor je heterotetramer koji se sastoji od dve glicin-vezuju¢e GIuN1 jedinice
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u kombinaciji sa dve glutamat-vezuju¢e GIuN2 ili glicin-vezujuée GIluN3 jedinice (Myers et al.,
2019). GluN1 jedinicu kodira GRIN1 gen, ¢ija RNK podleze posttranskripcionim izmenama koje daju
osam razli¢itih varijanti. GIuN2 je kodirana pomocu cetiri (GRIN2A-D), a GluN3 pomoc¢u dva
(GRIN3A-B) gena. NajcesCi tetramer u mozgu Coveka se sastoji od dve GIluN1 i dve GluN2
subjedinice (GIUN1/GIuN2).

Aktivaciju ovog NMDA receptor zahteva vezivanje dva molekula glicina kao i dva molekula
glutamata. Glicin je u prisutan u ekstracelularnoj te¢nosti centralnog nervnog sistema (CNS) i njegova
vezujuca mesta su u fizioloskim uslovima popunjena. Sem toga, za otvaranje kanala i protok jona
kalcijuma je neophodno i izmestanje jona magnezijuma koji zauzima prostor u unutras$njosti centralne
pore kanala. Aktivacija brzih AMPA (eng. a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid)
glutamatnih receptora dovodi do prolongirane subpragovna depolarizacija neophodne za izmestanje
magenzijumovih jona. Ovo sugeriSe da glavna uloga NMDA receptora nije u brzoj ekscitatornoj
transmisiji, za koju su verovatno odgovorni AMPA receptori, ve¢ u dugoro¢noj regulaciji
neuronalnog plasticiteta posredstvom kalcijumske intracelularne signalne kaskade (Vyklicky et al.,
2014). Samim tim, nije iznenadujuce da je NMDA posredovana transmisija ukljucena u razvoj,
pamcenje i druge kognitivne funkcije (Traynelis et al., 2010).

Iako je NMDA receptor klju¢na karika u regulaciji ekscitabilnosti u mozgu, njegova uloga u
patogenezi genetskih epilepsija je tek nedavno prepoznata kada su utvrdene genske varijante u
GRIN2A genu ukljucene u patogenezu poremecaja iz epilepsija-afazija spektra (Carvill et al., 2013;
Lesca et al., 2013). U velikoj studiji pacijenta sa fokalnom epilepsijom su nadene varijante u ovom
genu kod ¢ak 6,7% obolelih. Funkcionalna analiza ovih varijanti je pokazala GOF mehanizam usled
redukcije blokade receptora pomo¢u magnezijumovog jona i povecanog protoka kalcijumskih jona
(Lemke et al, 2013). Medutim, kasnija identifikacija null varijanti sa posledi¢nom
haploinsuficijencijom je zakomplikovala razumevanje ovih patogenetskih mehanizama. Hipotetisano
je da kompenzatorna supstitucija nedostaju¢e GIUN2A subjedinice GIuN2B subjedinicom dovodi do
produZzene aktivacije NMDA receptora §to bi efektivno dovelo do GOF posredovane null varijantom
(Paoletti et al., 2013), ali funkcionalne studije nisu potvrdile ovu hipotezu (Strehlow et al., 2019). Sta
vise, izgleda da su null varijante, kao i LOF missense varijante u GRIN2A genu povezane sa blagim
fenotipom, dok su GOF varijante u osnovu D/EE (Strehlow et al., 2019). LOF kao i GOF varijante u
GRIN2D i GRIN1 su pokazane i kod nespecificnih D/EE (Lemke et al., 2016; Li et al., 2016).

1.4.3 Epilepsije usled varijanti u genima mTOR signalnog puta

1.4.3.1 Komponente i signalna kaskada mTOR signalnog puta

Mehanicisticka meta rapamicina (eng. mechanistic target of rapamycin, mTOR) je
serin/treonin kinaza koja deluje kao regulator celijskog rasta, proliferacije, diferencijacije 1
prezivljavanja (Slika 19). Ovaj protein je ubikvitarno prisutan u svim ¢elijama sisara, ali je u posebno
visokim koncentracijama prisutan u mozgu (Baldassari et al., 2016; Moloney et al., 2021). mTOR, u
kombinaciji sa pomoénim molekulima, gradi mTOR kompleks 1 (eng. mTOR complex 1, mTORC1)
i mMTOR kompleks 2 (eng. mTOR complex 2, mMTORC2).

MTORC1 je pod kontrolom regulatornih proteina na koje uti¢u faktori rasta ili koncentracije
adenozin trifosfata (ATP) 1 aminokiselina. Aktivirani mTORC1 promovise celijski rast 1
prezivljavanje regulacijom translacije iRNK, sinteze nukleotida i autofagije (Baulac, 2016; Crino,
2016; Laplante and Sabatini, 2012). Glavni nishodni supstrati mTORC1 su ribosomalna p70 S6
kinaza (S6K) i protein koji vezuje eukariotski translacioni faktor 4E (eng. eukaryotic translation
initiation factor 4E binding protein, 4E-BP1). Iz tog razloga se fosforilacija S6K cesto koristi kao
marker aktivacije mMTORCL1 u in vitro studijama. U mozgu, mTORCI1 igra vaznu ulogu u regulaciji
sinapticke transmisije, plasticiteta, aktivnosti neuronalne mreze i neurogeneze (Crino, 2016; Lasarge
and Danzer, 2014; Moloney et al., 2021).
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Ushodna kontrola aktivnosti mTORC1 se vrsi preko vise signalnih molekula medu kojima je
i proteinski heteromer TSC1:TSC2, izgraden od hamartina (TSC1) i tuberina (TSC2). TSC1:TSC2
integriSe signale faktora rasta, poput IGF-1 (eng. insulin-like growth factor 1) i EGFR (eng.
epidermal-dericed growth factor receptor) i energetskih nivoa u ¢eliji posredovanih preko PI3K (eng.
phosphoinositide-3 kinase), Akt/PKB (eng. protein kinase B), PDK1 (eng. 3-phosphoinositide-
dependent protein kinase 1), LKB1/STK11 (eng. liver kinase B/serine/threonine kinase 11) i AMPK
(adenozin monofosfat kinaze) (Loewith et al., 2002; Orlova and Crino, 2010). TSC1:TSC2 deluje kao
konstitutivni inhibitor mTORC1 i mTORC2 posredstvom Rheb (eng. Ras-homolog expressed in
brain), gunanozin trifosfat GTPaze iz Ras familije (Garami et al., 2003; Inoki et al., 2003). Aktivnost
TSC1:TSC2 je regulisana fosforilacijom pomocéu nekoliko kinaznih sistema. Na primer faktori rasta
inhibiraju aktivnost TSC2 aktivacijom MAP kinaznog i PI3K signalnog puta koja dovodi do
disocijacije TSC1:TSC2 kompleksa i dezinhibicije mTORCI, §to dovodi do ¢elijskog rasta. Nasuprot
tome, fosforilacija TSC2 pomocu AMPK dovodi do aktivacije TSC1:TSC2 kompleksa i inhibicije
mTORCL1 (Crino, 2011).

o
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Slika 19 Shematski prikaz mTOR signalnog puta adaptirano iz Baldasari et. al., 2016

Celijske koncentracije aminokiselina uti¢u na aktivnost mTORC1 posredstvom GATORI
(eng. GAP activity toward rags complex 1) proteinskog kompleksa. GATOR1 kompleks se sastoji od
DEPDCS5 (eng. dishevelled, egl-10, pleckstrin (DEP) domain-containing 5), NPRL2 (eng. nitrogen
permease regulator 2-like protein) i NPRL3 (nitrogen permease regulator 3-like protein) proteina,
koji zajednicki deluju kao mTORCI1 inhibitor (Bar-Peled et al., 2013). GATORL je kontrolisan
pomoc¢u GATOR2 kompleksa koji se sastoji od pet komponenti: MIOS (eng. missing oocyte meiosis
regulator homolog), SEC13 (SEC13 homolog), SEH1L (eng. SEH1-like), WDR24 (eng. WD repeat
domain 24), i WDR59 (eng. WD repeat domain 59). U uslovima povecane koncentracije
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aminokiselina GATOR2 inhibira GATOR1 §to dovodi do dezinhibicije mTORCI1 1 proteinske
translacije 1 cCelijskog rasta (Huang and Manning, 2008). Komponente GATOR1 i GATOR2
kompleksa su evolutivno visokokonzervirane, pogotovu DUF3608 domen DEPDCS5 gena (Algret et
al., 2014; Dokudovskaya and Rout, 2015).

1.4.3.2 Hiperaktivnost mTOR signalnog puta u mTORopatijama

Disregulacija mTORCL1 signalnog puta uslovljena genskim varijantama obuhvata grupu
oboljenja koja se jednim imenom nazivaju mTORopatije. U okviru klinickog spektra ovih oboljenja,
epilepsija se sindromski javlja kao fokalna epilepsija ili D/EE. U oba slu¢aja ona moze biti povezana
sa malformacijama kortikalnog razvoja kao sto su FCD, hemimegalencefalija i kortikalni tuberi, ali
se u nekim slucajevima moze javiti i bez vidljivih promena na MR mozga. Kortikalne malformacije
u mTORopatijama se mogu javiti kao posledica varijanti u germinativnim ¢elijama ili somatskih
varijanti ograni¢enih na patoloski izmenjeno tkivo. Zajedni¢ka patohistoloska karakteristika ovih
lezija su poremecaj celularne morfologije sa pojavom dizmorfi¢nih neurona (DN) i baloniranih ¢éelija
(eng. baloon cells, BC), dezorganizacija kortikalne laminacije, neuronalna hiperekscitabilnost i
konstitutivna aktivacija mTORC1 (Iffland et al., 2019). DN igraju vaznu ulogu u generisanju i
propagaciji epileptickih praznjenja, dok su BC elektrofizioloski inertne (Cepeda et al., 2003).

Razmatran je veliki broj hipotetickih mehanizama u mTORopatijama 1 verovatno je
rezultujuca klinicka slika posledica njihove medusobne interakcije i zbirnog efekta (Slika 20)
(Curatolo, 2015). S obzirom na to da je mTOR signalizacija uklju¢ena u razvoj CNS, logi¢no je da
njena hiperaktivacija u mTORopatijama dovodi do globalnog poremecaja neuronalne arhitektonike i
konektivnosti u mozgu (Baldassari et al., 2016). Sa druge strane, hiperescitabilnost mozga je
pokazana u nekim animalnim modelima mTORCI hiperaktivnosti ¢ak i u odsustvu strukturnih
promena (Abs et al., 2013). Radi boljeg razumevanja posledica mTOR disregulacije razvijeno je vise
in vitro i in vivo modela, ali su dragocena i ispitivanja na ex vivo materijalnu obolelih od epilepsije
koji su podvrgnuti hirurSkom lecenju. Pregled najvaznijih saznanja iz ovih studija je dat u narednim
odeljcima.

Poremecaj mTOR signalizacije u mozgu
=

LA et & et
Poremeéaj morfologije Povecan rast Poremedaj autofagije Poremecaj migracije Jonski kanali/ Sinapticki
neurona i proliferacija i apoptoze 1 orijentactje neurotransmitorski receptori plasticitet

- Displasti¢ni neuroni - Gubitak $estoslojne laminarne - | GABAergicka
- Gigantske celije strukture korteksa inhibicija
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- Intelektualna
onesposobljenost
- Autizam

- Epilepsija
- Epilepsija - Autizam
- Neurokognitivni poremecaji - Neurokognitivni

- Epilepsija - Epilepsija

poremecaji
- Socijalna disfunkcija

Slika 20 Hipotetisani mehanizmi eleptogeneze u mTORopatijama, adaptirano iz Curatolo et. al., 2015
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1.4.3.2.1 Invitro funkcionalni modeli mTORopatija

U in vitro studijama je pokazana hiperaktivnost mMTORC1 povezana sa mnogim genskim
varijantama koje su prethodno opisane kod pacijenta sa epilepsijom. Funkcionalne studije mnogih
varijanti u genima koji kodiraju inhibitore mMTORC1, poput TSC1, TSC2 (Hoogeveen-Westerveld et
al., 2011), DEPDC5 (Dawson et al., 2020; van Kranenburg et al., 2015), NPRL2 i NPRL3 (Dawson
et al.,, 2020) i STRADA su pokazale povecanu fosforilaciju S6K, a samim tim i mTORC1
hiperaktivnost.

Patogene varijante u DEPDC5 i NPRL2 i NPRL3 genima su uglavnom inaktivisuc¢e, odnosno
dovode do redukovanih koli¢ina proteinskog produkta ili ¢ak njegovog potpunog odsustva (Baulac,
2016). Hoogeveen-Westerveld i sar. su u funkcionalnim in vitro modelima ispitivali 45 varijanti u
TSC1 i 107 varijanti u TSC2 genu prethodno identifikovanih kod pacijenta sa TSC (Hoogeveen-
Westerveld et al., 2011). Medu njima su identifikovali 16 TSC1 i 38 TSC2 varijanti kod kojih su
pokazali pove¢anu MTORCL aktivnost kao i smanjenu koncentraciju njihovog proteinskog produkta.
Sliéno tome, Van Kranenburg i sar. su ispitivali 10 varijanti identifikovanih u DEPDC5 genu kod
pacijenta sa epilepsijom i nasli su znake dezinhibicije mTORC1 (van Kranenburg et al., 2015). Dve
su bile nonsense varijante, a tre¢a je bila frameshift varijanta. Preostalih sedam varijanti su bile
missense tipa i kod njih su registrovane samo suptilne promene u aktivnosti mTORCL ili je njegova
akivnost bila potpuno neizmenjena. Autori su zakljuéili da je moguce da missense varijnate ostvaruju
svoj patogeni efekat posredstvom drugih mehanizama ili dovode do suptilnijih funkcionalnih deficita
Sto se manifestuje lakSom klinickom slikom kod nosilaca varijanti, mada se ne moze iskljuciti da su
medu njima neke bile benigne varijante. Varijante u komponentama GATOR1 kompleksa su
povezane sa neosetljivos¢u ¢elije na aminokiselinsku depleciju, Sto za posledicu ima disregulaciju
¢elijskog rasta znacajnu za razvoj malformacija kortikalnog razvoja (Bar-Peled et al., 2013; Iffland
etal., 2018).

mTOR disregulacija dovodi do alteracije inhibitorne 1 ekscitatorne sinapti¢ke transmisije. U
in vitro ispitivanjima je pokazano da hiperaktivacija mTOR signalnog puta dovodi do poveéanja i
glutamatergicke i GABA-ergicke transmisije (Weston et al., 2012). Uz to, poremecaj razvoja kao i
disrupcija ve¢ formiranih neuronalnih kola verovatno rezultuju zbirnom prevagom ekscitatorne
transmisije na nivou neuralnih mreza. Ovim bi se moglo objasniti odsustvo funkcionalnih promena u
in vitro modelima kod nekih GATORL varijanti, s obzirom na to da oni nisu dizajnirani da sagledaju
Sire mrezne efekte mMTORCL hiperaktivacije (Baldassari et al., 2016).

1.4.3.2.2 Animalni modeli mTORopatija

Animalni modeli mTORopatija su razvijeni sa ciljem da prevazidu prethodno pominjana
ograni¢enja in vitro studija. U studijama sa uslovnim knock-out Pten, Tscl i Tsc2 glodarima je
pokazana dezorganizacija kortikalne laminacije sa citomegalicnim neuronima, hiperaktivnost
mTORC1 i napadi osetljivi na rapamicin (Nguyen et al., 2015; Zeng et al., 2011, 2008). Rapamicin
je takode imao profilakticki efekat na razvoj neuroloskog fenotipa u TSC modelima kada je primenjen
rano u toku embrionalnog razvoja (Zeng et al., 2011, 2008). Interesantno je istac¢i da su kod Tscl
knock-out misa prisutni spontani epilepticki napadi bez prisutnih znacajnih strukturnih promene u
mozgu, S$to sugeriSe mogucu direktnu ulogu hiperaktivnostt mTORC1 u neuralnoj
hiperekscitabilnosti (Abs et al., 2013). Bateup i sar. su pokazali da gubitak Tscl u misijem
hipokampusu dovodi do neuravnoteZene inhibitorne i ekscitatorne neurotransmisije §to rezultuje
sveukupnom hiperekscitabilnos¢u. Ona se klinicki manifestuje sniZenim pragom za nastanak
epileptickih napada kod ovih eksperimentalnih Zivotinja (Bateup et al., 2013).

Potpuni knock-out DEPDC5 gena kod eksperimentalnih zivotinja je inkompatibilan sa

zivotom, zbog Cega su razvijeni in vivo modeli sa delimi¢nim isklju¢enjem njegove funkcije koji
oponasa humanu haploinsuficijenciju prisutnu kod pacijenta sa heterozigotnim DEPDC5
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varijantama. Kod Depdc5 knock-down pacova, kod kojeg je aktivnost gena redukovana, ali ne i
potpuno odsutna, nadeni su citomegali¢ni dismorficni neuroni, hiperekscitabilnost kortikalnih
neurona, hiperaktivnost mTORCL i klini¢ki sniZen prag za nastanak epileptickih napada (Marsan et
al., 2016; Yuskaitis et al., 2018a). U modelu Depdc5 kondicionalno knock-out misa je nadena
MTORC1 hiperaktivnosti, kortikalno zadebljanje i citomegali¢ni neuroni, Sto je klini¢ki pra¢eno
sponatanim napadima i prevremenom smréu zivotinje. Ove posledice su bile znac¢ajno redukovane
primenom rapamicina (Klofas et al., 2020). Nprl2 i Nprl3 knock-out modeli miSa postoje, ali su takode
nekompatibilni sa zivotom i kod njih do sada nisu ispitivane neuroloski poremecaji (Dutchak et al.,
2015; Kowalczyk et al., 2012).

1.4.3.2.3 Exvivo materijal resektovanog mozdanog tkiva pacijenata

Mnogi pacijenti imaju fokalnu epilepsiju vezanu za malformacije kortikalnog razvoja koja se
tipicno klinicki manifestuje farmakorezistentnom boles¢u koja neretko zahteva hirurSko lecenje
(Najm et al., 2014). Analiza ovih operativnih preparata moze pomo¢i u razumevanju epileptogeneze
u ovim oboljenjima.

Jedna studija sa resektovanim kortikalnim tuberima obolelih od TSC je pokazala konstitutivnu
aktivaciju mTORC1 u tkivu tubera kao i u piramidalnim neuronima histoloski normalnog korteksa
(Miyata et al., 2004). Talos i sar. su pokazali poveéanu fosforilaciju S6K u razli¢itim patoloski
izmenjenim ¢elijama, kao Sto su gigantski i displasti¢ni neuroni i reaktivni astrociti (Talos et al.,
2008). Imunohistohemijskim bojenjem pokazali su i izmenu u subjedini¢noj garnituri AMPA i
NMDA glutamatnih receptora $to za posledicu ima alteraciju neurotransmisije u tkivu tubera.

U FCD tip Ilb je ranije pokazana povecana konstitutivna aktivacija mTORC1, pogotovu u BC
koje predstavljaju histoloski marker poremecaja (Baybis et al., 2004). Ranije studije su pokazale da
je disregulaciju mTOR signalnog sistema kod mnogih pacijenta posledica somatskih varijanti u
inhibitorima, kao $§to su komponentne GATOR1 kompleksa ili aktivatorima (MTOR, PIK3CA, AKT3
i RHEB) mTORCL1 (Baldassari et al., 2019b; Jansen et al., 2015; Lee et al., 2002; Lim et al., 2015).
Medutim, u novijim istrazivanjima su pokazane i germinativne varijante komponenti GATOR1 kod
pacijenta sa FCD tip Ilb (Lee et al., 2020; Sim et al., 2016; Weckhuysen et al., 2016), tip Ila (Scerri
et al., 2015; Weckhuysen et al., 2016), kao i tip | (Weckhuysen et al., 2016). Ovo sugerise postojanje
kontinuuma alteracije u aktivnosti mTORCI1 koja je praéena spektrom citoloskih izmena. Sta vige,
Baulac i sar. su pokazali prisustvo udruzenih somatskih i germinativnih varijanti u inhibitorima
mMTORC1 u ovim lezijama (Baulac et al., 2015). Stoga je zakljuceno da je moguce da se patogeneza
ovih bolesti odvija po modelu drugog udarca.(eng. second hit). Gradijent mTORC1 hiperaktivnosti
i citoarhitektonskih promena je takode pracen i rastu¢om akumulacijom somatskih varijanti, tako da
je najveca stopa varijanti pokazana u tkivu sa izraZenijim citoloSkim promenama dok je postepeno
opadao ka periferiji lezije (Baldassari et al., 2019b; Lee et al., 2020). Sta vise, u preparatima FCD tip
Il je pokazana i povecana konstitutivna aktivacija mTORCI1 c¢ak i u odsustvu somatskih ili
germinativnih varijanti u poznatim inhibitorima ili aktivatorima ovog signalnog sistema, $to sugerise
postojanje alternativnih mehanizama epileptogeneze koji se zavrSavaju istim signalnim putem
(Baldassari et al., 2019b).

1.5 Monogenske fokalne epilepsije
Kao $to je ranije pominjano, medu epileptickim sindromima postoji Sirok spektar monogenski
determinisanih oboljenja. Oslanjaju¢i se na prethodno pominjanu etiolosku klasifikaciju epilepsija

(Shorvon et al., 2019), ove bolesti se mogu svrstati u jednu od navedenih grupa:

A. Ciste monogenske epilepsije poput SeLNE, SeLNIE, SeLIE, ADSHE, GEFS+,
familijarne epilepsije temporalnog reznja (eng. familial temporal lobe epilepsy, FTLE), familijarne
fokalne epilepsije sa varijabilnim fokusima (eng. familial focal epilepsy with variable foci, FFEVF)
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1 neki sluc¢ajevi GGE. Ove bolesti karakteriSe epilepsija kao dominantni simptom bolesti koji moze
biti pracen suptilnim kognitivnim oStecenjem ili psihijatrijskim komorbiditetima koji su tipi¢an
pratilac epilepsije, ali nemaju druge znacajne fenotipske elemente. Nasleduju se po autozomno
dominantnom obrascu ali sa redukovanom penetrantnosc¢u.

B. Razvojne/epilepticke encefalopatije sa pocetkom u ranom detinjstvu, Koje
karakteriSe epilepsija, poremecaj razvoja i izraZzena epileptiformna interiktalna praznjenja. Poremecaj
razvoja moze biti direktno uslovljen varijantom, ali moze nastati i kao posledica teskog epileptickog
sindroma, a kod mnogih pacijenta je nemoguce utvrditi pojedina¢ni upliv ova dva mehanizma. Ov0j
grupi oboljenja pripada EIDEE, Dravet sindrom, EIMFS i neki slucajevi sa West sindromom,
Lennox-Gastaut sindrom, Landau-Kleffner sindrom (LKS), razvojna i/ili epilepti¢ka enecefalopatija
sa Siljak talas aktivnos$¢u u spavanju (eng. developmental and/or epileptic encephalopathy with spike-
wave activation in sleep, D/EE-SWAS), itd. Genetski uzrok oboljenja, naj¢esc¢e de novo varijantu, je
moguce otkriti kod ¢ak 20-50% obolelih (Allen et al., 2013). Ovo je ujedno i grupa oboljenja u kojima
je otkriven najveci broj genetskih uzro¢nika epilepsije.

C. Epilepsije u okviru genetski determinisanih multisistemskih oboljenja kao $to su
mitohondrijske bolesti, neurokutani sindromi i urodeni poremecaji metabolizma u kojima je epilepsija
samo deo kompleksnog fenotipa. Znacajan broj osoba sa ovim oboljenjima nema epilepsiju.

D. Progresivne mioklonicke epilepsije poput DRPLA, Lafora-ine bolesti, NCL,
sijalidoze i Unverricht-Lundborg-ove bolest (ULD). Ovu grupu ¢ine autozomno recesivna
progresivna neurodegenerativna oboljenja sa poc¢etkom u detinjstvu ili adolescenciji, koja su tipi¢no
letalna. Primarno se manifestuju teSkom mioklonickom epilepsijom koja moze imati inacijalni
odgovor na AEL, ali se po pravilu kasnije razvija i teSka FRE sa dominantnim mioklonic¢kim, ali i
drugim tipovima napada. Neurodegeneracija je pracena drugim neuroloSkim simptomima, najceSce
cerebelarnom 1 ekstrapiramidnom disfunkcijom. Interesantno je ista¢i da je ULD povezan sa
ekspanzijom broja dodekamernih ponovka u CSTB genu koji je do skoro bio jedini entitet u
epileptologiji koji je povezan sa varijantom u nekodiraju¢em segmentu DNK (Ramachandran et al.,
2009).

E. Hromozomske aberacije poput Down-ovog ili fragilnog X sindroma ili ring
hromozoma 14, 15 i 20 u kojima je epilepsija obi¢no deo $irokog fenotipa

F. Poremecaji cerebralnog razveja poput agenezije corpus callosum-a,
hemimegalencefalije, periventrikularne nodularne heterotopije i slicno, gde je epilepsija posledica
genetski determinisane epileptogene lezije. Ipak, strogo razdvajanje ovih bolesti od drugih genetskih
epilepsija nije moguce zbog Cestog preklapanja izmedu gena koji izazivaju epilepsiju sa 1 bez
kortikalnih malformacija, kao §to je slucaj sa genima koji kodiraju regulatore mTOR signalnog puta.
Sta vi$e, mnoge kortikalne malformacije nastaju kao posledica somatskih mozaicizama u mozdanom
tkivu.

Prvi utvrdeni monogenski epilepticki sindrom je ve¢ ranije pominjana ADSHE, nakon ¢ega
je prepoznato da u heterogenoj grupi ranije nazivanih, kriptogenih fokalnih epilepsija sa
pretpostavljenom skrivenom lezijom u stvari postoje klasi¢ne genetski determinisane bolesti ranije
nazivane idiopatskim. Od tada je pored ADSHE identifikovano vise monogenskih fokalnih
epileptickih sindroma (Tabela 7) (Perucca, 2018).

ILAE Kklasifikacija i definicija epileptickih sindroma iz 2022. kao samostalne entitete
prepoznaje Sest Cistih monogenskih fokalnih sindroma. Tri pripadaju spektru samoograni¢enih
neonatalnih i infantilnih fokalnih epilepsija - SeLNE, SeLNIE i SeLIE (Zuberi et al., 2022). Druga
tri ¢ine monogenski sindromi FE sa varijabilnim vremenom pocetka: ve¢ pominjana ADSHE, FFEVF
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i autozomno dominantna epilepsija sa auditornim fenomenima (eng. autosomal dominant epilepsy
with auditory features, ADEAF) (Riney et al., 2022).

Tabela 7 Geni ukljuceni u patogenezu monogenskih fokalnlih epilepsija, adaptirano iz Perucca, 2018

Klinicki Identifikovani uzrocni geni

sindrom

ADSHE CHRNA4, CHRNA2, CHRNB2, DEPDC5, NPRL2, NPRL3, PRIMAL
ADEAF LGI1, RELN, MICAL-1

ADRESD GRIN2A

FFEVF DEPDC5, NPRL2, NPRL3

FMTLE DEPDC5

SeLNE KCNQ2, KCNQ3

SeLNIE SCN2A, KCNQ2

SeLIE PRRT2, SCN8A, KCNQ2, KCNQ3, SCN2A

ADSHE — autozomno dominantna hipermotorna epilepsija u spavanju (eng. autosomal dominant hypermotor
sleep epilepsy); ADEAF — autozomno dominantna epilepsija sa auditornim fenomenima (eng. autosomal
dominantn epilepsy with auditory features); ADRESD — autozomno dominantna rolandicka epilepsija sa
dispraksijom govora (eng. autosomal dominant epilepsy with speech dyspraxia); FFEVF — familijarna fokalna
epilepsija sa varijabilnim fokusima (eng. familial focal epilepsy with variable foci); FMTLE — familijarna
meziotemporalna epilepsija (eng. familial mesial temporal lobe epilepsy); SeLNE — samoograni¢ena
neonatalna epilepsija (eng. self-limited neonatal epilepsy), SeLNIE — samoograniena neonatalna/infantilna
epilepsija (eng. self-limited neonatal/infantile epilepsy) i SeLIE — samoograni¢ena infantilna epilepsija (eng.
self-limited infantile epilepsy)

Postoji 1 viSe retkih sindroma koji nisu uvrSteni u dosadasnje klasifikacije epileptickih
sindroma. Takve su npr. autozomno dominantna rolandicka epilepsija sa dispraksijom govora (eng.
autosomal dominant rolandic epilepsy and speech dyspraxia, ADRESD) i familijarna epilepsija
mezijalnog temporalnog reznja (eng. familial mesial temporal lobe epilepsy, FMTLE). Medu ovim
oboljenjima Cesto postoje velika fenotipska i genotipska preklapanja (Slika 21) (Baldassari et al.,
2016). Detaljan pregled klinicke slike i genetske osnove ovih oboljenja je dat u narednim odeljcima.

FFEVF

AD nasledivanje; fokalni napadi
sa pocetkom u razli¢itim
kortikalnim regionima kod
razli¢itih ¢lanova iste familije

AD ili AR nasledivanje,
hipermotorni napadi u klasterima,
najc¢esée sa pocetkom iz spavanja

B nerL2
B nPRL3
B pepbpcs
(] scnia
CNTNAP2
LGI1
RELN

B kenta
E CHRNA4, CHRNA2, CHRNB2
[#] PrRIMAL

TLE

AD nasledivanje; fokalni napadi
sa fokusom u temporalnom reznju

Slika 21 Monogenske fokalne epilepsije, adapritano iz Baldasari et al. 2016.
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1.5.1 Samoogranicene neonatalne i infantilne fokalne epilepsije

Spektar samoograni¢enih fokalnih neonatalnih i infantilnih epilepsija obuhvata tri delimi¢no
preklapajuca klini¢ko-genetska entiteta — samoograni¢enu neonatalnu epilepsiju (eng. self-limited
neonatal epilepsy, SeLNE), samoograni¢enu neonatalnu/infantilnu epilepsiju (eng. self-limited
neonatal/infantile epilepsy, SeLNIE) i samoograni¢enu infantilnu epilepsiju (eng. self-limited
infantile epilepsy, SeLIE). Ova oboljenja su usled nepotpunog razumevanja njihove prirode i
etiologije ranije oznacavana kao benigne familijarne neonatalne konvulzije ili benigne familijarne
infantilne konvulzije ili epilepsija. Precizno mapiranje genetske podloge ovih oboljenja dovelo je do
boljeg razumevanja klini¢kih nijansi koje ih medusobno razlikuju, $to se ogleda i u novoj Klasifikaciji
I definiciji epilepti¢kih sindroma ILAE iz 2022, u koju su one ukljuc¢ene kao tri odvojena entiteta
(Zuberi et al., 2022).

Radi se o grupi retkih oboljenja koja se nasleduju po autozomno dominantnom obrascu sa
penetrantno$¢u od oko 85% (Leppert et al., 1989), ali mogu nastati i usled de novo varijanta u
nefamilijarnim slu¢ajevima (L. R. F. Claes et al., 2004; Yang et al., 2020). Pocetak bolesti je strogo
determinsan (Tabela 8). Kod oko 80% novorodencadi sa SeLNE napadi poc€inju drugog ili treceg
dana po rodenju sa izuzetkom prevremeno rodene dece kod kojih pocinju dva do tri dana nakon
predvidenog termina porodaja. Ovo sugeriSe da je neophodno postizanje odredenog stepena
maturacije da bi doSlo do ekspresije bolesti. Nasuprot napadima kod hipoksicko-ishemijske
encefalopatije, u SeLNE napadi nikad ne poc¢inju neposredno po rodenju (Ronen et al., 1993). Za
porodice sa SeLNIE je karakteristi¢an razli¢it pocetak bolesti kod razli¢itih ¢lanova. Vecina obolelih
kod sva tri sindroma ulazi u spontanu remisiju najkasnije do 12 meseci od pocetka bolesti, ali se kod
manjeg dela obolelih mogu javiti rekurentni napadi kasnije u toku zivota (Grinton et al., 2015;
Okumura et al., 2006). Rekurenca napada se moze javiti u vidu febrilnih napada, SeLECTS ili retkih
spontanih napada (Grinton et al., 2015). Psihomotorni razvoj je po pravilu normalan.

Napadi u okviru ovih sindroma se javljaju nevezano od febrilnosti, ¢esto u klasterima napada
koji traju od nekoliko sati do nekoliko dana. Za SeLLNE i SeLNIE su karakteristi¢ni fokalni tonicki ili
kloni¢ki napadi tipi¢no sa alternacijom strana koji mogu biti praceni 1 automotornim i autonomnim
semioloSkim elementima. Obi¢no su duZeg trajanja od napada u strukturnim ili metabolickim
poremecajima u ovom uzrastu i obi¢no traju nekoliko minuta. Dok se kod SeLNE uglavnom javljaju
fokalni napadi bez dalje evolucije, kod SeLNIE oni tipi¢no evoluiraju u bilateralne motorne napade
(Caraballo et al., 2003; Grinton et al., 2015; Ronen et al., 1993). Kod nekih obolelih od SeLNE se
tokom Zivota mogu javiti i miokimije (Dedek et al., 2001).

Kod SeLIE u napadima dominiraju gubitak svesti, automatizmi i autonomni fenomeni, ali se
mogu javiti i motorni napadi sli¢ni kao kod SeLNE i SeLNIE (Caraballo et al., 2003). Klinicki spektar
SeLIE obuhvata i sindrom infantilnih konvulzija sa horeoatetozom u kome se javljaju paroksizmalne
kineziogene diskinezije. Kod nekih ¢lanova porodice se mogu javiti izolovano epilepsija ili nevoljni
pokreti ili se oni mogu javiti udruzeno. (Szepetowski et al., 1997).

EEG nalaz moZe biti normalan ili se u njemu mogu naci fokalne epileptiformne promene
(Flesler et al., 2010; Herlenius et al., 2007; Sands et al., 2016) ili nespcifi¢ni uzrasno zavisni obrasci
poput theta pointu alternans kod SeLNE (Sands et al., 2016). Osnovna aktivnost je po pravilu
normalna i pojava usporenja osnovne aktivnosti ili kontinuiranih fokalnih usporenja, burst suppresion
obrazac ili hipsaritmija zahtevaju razmatranje alternativne dijagnoze. Slicno tome, MR mozga je po
pravilu normalan i u klinicki tipi¢nim slucajevima, pogotovu onim sa pozitivnom porodi¢nom
anamnezom po tipu autozomno dominantnog oboljenja sa nepotpunom penetrantnos¢u ili dokazanom
varijantom u oc¢ekivanim genima, nije obavezan deo dijagnostickog postupka.
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Tabela 8 Karakteristike sindroma samoogranicenih fokalnih epilepsija u neonatnom i infantilnom periodu

SeLNE SeLNIE SeLIE
Incidencija (na 100 | 5,3! Nepoznata 14,21
000 zivorodenih)
Pocetak bolesti Od drugog do sedmog Od drugog dana do | Od treceg do 20. meseca
dana (korigovano za 23. meseca (najéesce oko Sestog meseca)*
gestacijsku starost od 40 | (prosec¢no 11.
nedelja kod nedelja)®
prematurusa)®*
Fokalni napadi Toni¢ki ili klonicki®® Tonicki ili Pomucéenje svesti, automatizmi,
kloni¢ki'® autonomni fenomeni, klonocki i
tonic¢ki fenomeni®®
Evolucijau Moguca?? Tipi¢nal? Moguca?®
bilateralne motorne
napade
Trajanje napada Nekoliko minuta?® 20s — 4min®® < 3min®®
Terapija Cesto nepotrebna?* Cesto nepotrebnal® | Obiéno potrebna, nekad

rezistentni'*

Interiktalni EEG C, CT, FT, theta pointu P, CP! Obi¢no normalan, retko C*6
alternans*
Iktalni EEG CT* piL TP

Vreme remisije

Do Sestog meseca (tipi¢no
Seste nedelje)?®

Do 12-24. mesecal®

U prvih 12 meseci od
postavljanja dijagnoze®*

Kasnija rekurencija

Rekurencija kod 30%

Bez rekurencije

Retko

obolelin??
*miokimije®
KCNQ2 (80%)257
KCNQ3 (<5%)®

C — centralno; CT — centrotemporalno; FT — frontotemporalno; TP — temporoparijetalno; P — parijetalno; CP — centroparijetalno; 1
Symonds et al., 2021; 2 Ronen et al., 1993; 3 Grinton et al., 2015; 4 Sands et al., 2016; 5 Dedek et al., 2001; 6 Symonds et al.,
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napada napadal® * paroksizmalne kineziogene
diskinezije'®

PRRT2 (70%), SCN8A (retko) ©

Geni SCN2AZ, KCNQ2®

Genetsko testiranje je korisno za potvrdu dijagnoze i otkriva varijantu u genima kandidatima
kod skoro 90% obolelih (Zara et al., 2013). Medu sva tri entiteta, SeLIE ima najvecu genetsku
heterogenost iako i do 70% obolelih ima varijantu u PRRT2. Vazno je napomenuti da su varijante u
KCNQ?2 i SCN2A genima opisane i u teskim epileptickih sindromima poput EIDEE.

Do danas ne postoje striktne terapijske smernice, a s obzirom na brzu spontanu remisiju kod
mnogih pacijenta AEL nije neophodna. Medu uspesno koris¢enom AEL su fenobarbiton, valproat,
midazolam 1 klonazepam. U skorije vreme je pokazana i uspesSna upotreba karbamazepina kod
obolelih sa varijantama u kalijumskim kanalima. Hipotetisano je da je efikasnost karbamazepina
posledica blokade natijrumskih kanala kolokalizovanih na inicijalnom segmentu aksonskog brezuljka
sa mutiranim kalijumskim kanalom, §to rezultira inhibicijom generisanja akcionog potencijala (Pan
et al., 2006). Kod vecine pacijenta je terapiju moguce iskljuéiti nakon nekoliko meseci.

1.5.2 Autozomno dominantna hipermotorna epilepsija u spavanju (ADSHE)

Hipermotorna epilepsija u spavanju (eng. sleep related hypermotor epilepsy, SHE) je klini¢ki
entitet kojeg karakterisu klasteri kratkih hipermotornih napada u toku non-REM spavanja. Javlja se
kao sporadi¢na i familijarna bolest. Prevalencijom sporadi¢ne forme bolesti od oko 1,8-1,9/100 000
(Vignatelli et al., 2015), dok je familijarna forma daleko reda.
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ADSHE je familijarna forma bolesti, koja se nasleduje po autozomno dominantnom obrascu
sa penetrantno$¢u od 70% (Scheffer et al., 1995a). Do sada je u svetu identifikovano preko stotinu
ADSHE porodica, ali je prevalencija ADSHE i dalje nepoznata. Prvi gen sa kojim je povezano ovo
oboljenje bio je CHRNA4 koji kodira subjedinicu nikotinskog receptora (Steinlein et al., 1995). Ubrzo
potom su opisane i varijante u genima iz iste familije, CHRNA2 i CHRNB2 (Aridon et al., 2006; De
Fusco et al., 2000) sa kojima je povezan isti fenotip (McLellan et al., 2003). Tokom poslednjih
decenija u ovoj bolesti su otkrivene varijante i u drugim genima, kao $to je KCNT1 sa kojim je
povezana teSka forma bolesti pracena sa 10 i psihozom. Varijante u ovom genu imaju kompletnu
penetrantnost, za razliku od varijanti u genima za subjedinice nikotinskog receptora (Heron et al.,
2012). Varijante u DEPDCS5 i rede NPRL2 i NPRL3 mogu biti povezane sa ADSHE udruzenom sa
FCD i drugim malformacijama kortikalnog razvoja (Picard et al., 2014), §to moze imati implikacije
po hirursko lecenje farmakorezistentnih sluc¢ajeva, koji su kod ovih varijanti ¢esti (Stevelink et al.,
2018). Sindrom se moze javiti i udruZen sa de novo varijantama (Bertrand et al., 2005; Phillips et al.,
2001; Sansoni et al., 2012). Anegdotalno su opisane i porodice sa autozomno dominantnom CRH
varijantom, kao i retke porodice sa autozomno recesivnim obrascem nasledivanja medu kojima je
opisana varijante u PRIMAL genu (Hildebrand et al., 2015).

Slika 22 [18F]-F-A-85380 PET mozga kod zdrave kontrole (A) i osobe sa SHE (B) adaptirano iz Picard et al., 2006

Opisane patogene varijante u subjedinicama acetil-holinskog receptora dovode do poveéane
osetljivosti na acetil-holin §to za posledicu ima poveéanu aktivnost holinergicke signalizacije. Studije
su upotrebom pozitronske emisione tomografije (PET) su pokazale hiperaktivaciju ascendentnih
holinergickih projekcija iz mozdanog stabla (Slika 22) (Picard et al., 2006). Ove projekcije su
ukljucene u modulaciju spavanja i razbudivanja na kortikalnom i talamickom nivou. Napadi se kod
mnogih SHE pacijenata javljaju pseudoperiodi¢no na svakih 20-40s tokom nestabilnog non-REM
spavanja sa intenzivnim cikliénim mikrorazbudivanjima (Parrino et al., 2006; Sforza et al., 1993).

Oko tre¢ina obolelih ima non-REM parasomnije kao §to su somnabulizam, pavor nocturnus i
konfuzno razbudivanje koje prethode pojavi epilepsije 1 €esto ulaze u spontanu remisiju vise godina
pre pojave epilepti¢kih napada (Provini et al., 1999). Sta vige, kod tre¢ine ¢lanova porodice osoba sa
SHE su opisane non-REM parasomnije (Bisulli et al., 2010; Provini et al., 1999). Oko cetvrtina
obolelih ima pozitivnu porodi¢nu anamnezu na epilepsiju koja je klinicki najces¢e fokalna epilepsija
bez drugih osobenosti. [z svega navedenog se moze zakljuciti da je disfunkcija holinergicke regulacije
razbudivanja u osnovi epilepsije kod SHE kao i srodnih poremecaja spavanja.

.....

kasnijim poc¢etkom (Nobili et al., 2014; Oldani et al., 1998; Scheffer et al., 1994). Napadi su ucestali,
kod nekih pacijenata i svakodnevni, ¢esto sa no¢nim klasterima (Provini et al., 1999). Ucestalost
napada opada sa starenjem (Picard et al., 2006). Postoji vise semioloskih tipova napada tipi¢nih za
SHE. Najces¢i su hipermotorni napadi, po kojima je sindrom dobio i ime. Ovi napadi tipi¢no traju
10-20 s, najvise do 2 minuta i semioloski mogu biti 1 hiperkineticki i asimetri¢ni toni¢ko-distoni¢ni
sa disautonomnim fenomenima (Tinuper et al., 2016). KarakteriSe ih nagli pocetak i kraj. Svest u toku
napada je oCuvana. Drugi tip napada su tzv. epilepticka nokturnalna lutanja u Kojima dominira
ambulatorno automotorno ponasanje sa ustajanjem iz kreveta i besciljnim lutanjem koje moze
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podseéati na somnabulizam. Cesto su praéene psihomotornom agitacijom. Ovakve epizode mogu
trajati 2-4 min (Plazzi et al., 1995). Trec¢a vrsta napada su tzv. paroksizmalna razbudivanja praéena
otvaranjem ociju, odizanjem glave ili ruke od postelje ili distoni¢nom posturalnoscu Sake ili stopala
koja traju 1-3 s. Epizode su visokostereotipne. Pacijenti ih ¢esto nisu svesni i posle njih nastavljaju
da spavaju (Nobili et al., 2014). Priroda ovih epizoda nije u potpunosti razjasnjena, ali je aktuelni
ekspertski konsenzus da se radi o suptilnim epileptickim napadima. Mogu se javiti i fokalni napadi
sa evolucijom u bilateralne motorne napade (Provini et al., 1999). Napadi se javljaju tokom non-REM
spavanja i to tokom I 1 I faze spavanja u preko 2/3 slucajeva. Napadi u toku budnosti se javljaju kod
skoro polovine obolelih (Licchetta et al., 2017; Provini et al., 1999; Scheffer et al., 1995a).

Osnovna EEG aktivnost je normalna. Interiktalni EEG je epileptiformno izmenjen kod oko
2/3 obolelih. Epileptiformne promene se najéeice vidaju u spavanju (Licchetta et al., 2017). Siljci su
obi¢no lokalizovani nad frontalnim regionima (Provini et al., 1999). U preko pola napada nema
vidljivog iktalnog ritma, a EEG je zaklonjen obiljem miSi¢nih artefakata (Licchetta et al., 2017).
Najces¢i iktalni obrazac je fokalna atenuacija osnovnih ritmova ili pojava teta ili delta itkalnog ritma.
Svega 10% ima repetitivne Siljke i jo§ 10% paroksizmalnu brzu aktivnost (Provini et al., 1999).
Postiktalno usporenje osnovnih ritmova je ¢esto jedina vidljiva EEG izmena (Gibbs et al., 2019). MR
snimak mozga je normalan. Retko se mogu detektovati malformacije kortikalnog razvoja poput FCD,
najéeS¢e vezano za DEPDCS5 varijante (Picard et al., 2014). Genetsko testiranje ima mali
dijagnosticki prinos. Patogenu gensku varijantu je moguce detektovati kod oko 19% familijarnih i
7% sporadi¢nih sluéajeva (Licchetta et al., 2020).

Karbamazepin i okskarbazepin dovode do nekompetitivne inhibicije mutiranog nikotinskog
kanala (Di Resta et al., 2010; Picard et al., 1999). Zbog toga je bolest potpuno kontrolisana kod preko
70% obolelih sa svega 200 mg karbamazepina u vecernjoj dozi (Provini et al., 1999). Medutim, neke
varijante, poput p.Ser284Leu CHRNA4 varijante imaju samo delimi¢an odgovor na karbamazepin
(Ito et al., 2000), dok se kod obolelih sa varijantama u DEPDC5 genu FRE javlja u skoro 80%
slucajeva (Picard et al., 2014). Topiramat je takode pokazan kao visokoefikasna terapijska opcija sa
punom remisijom kod 90% obolelih u jednoj studiji (Oldani et al., 2006). Ipak, oko 1/3 obolelih ima
FRE kod koje je moguce razmotriti druge terapijske opcije, poput hirurgije epilepsije, pogotovu kod
onih sa udruZenim malformacijama kortikalnog razvoja. Dugorocnu terminalnu remisiju postiZze
svega 22% obolelih od ovog sindroma. (Licchetta et al., 2017). Mnogi pacijenti koji imaju samo
nocne napade odbijaju antiepilepticke lekove.

1.5.3 Familijarna fokalna epilepsija sa varijabilnim fokusima (FFEVF)

Familijarna fokalna epilepsija sa varijabilnim fokusima je sindrom fokalne epilepsije za koju
je tipicna pojava razli¢itih elektro-klini¢kih sindroma kod ¢lanova iste familije. Bolest se nasleduje
autozomno dominantno uz penetrantnost od oko 60%. (Dibbens et al., 2013; Ishida et al., 2013).
Precizni epidemioloski podaci ne postoje, ali se smatra retkim oboljenjem. Najéesce pocinje u prvoj

.....

neonatalnom dobu (Klein et al., 2012; Scheffer et al., 1998).

Nasuprot ADSHE koja je u velikoj meri klinicki homogen entitet, glavna osobina porodica sa
FFEVF je izrazena fenotipska varijabilnost izmedu obolelih (Slika 23). Zbog toga se dijagnoza
FFEVF ne moZe postaviti na nivou individualnog pacijenta, ve¢ samo na nivou familije. Clanovi iste
familije mogu imati pocetak bolesti u razli¢itom uzrastu, razli¢it odgovor na AEL kao i razli¢it nalaz
na MR mozga i elektro-klini¢ki sindrom. Svaki oboleli ima napade, EEG i neuroradioloski nalaz koji
odgovara lokalizaciji njegove epileptogene mreZe. Bolest najcesce izgleda kao sindromski uobic¢ajena
epilepsija frontalnog ili temporalnog reznja, ali se moze javiti i kao epilepsija parijetalnog ili
okcipitalnog reznja ili pericentralnog regiona. (Klein et al., 2012). U okviru iste familije se mogu
javiti i ¢lanovi ¢ija bolest klinicki odgovara SHE (Samuel F. Berkovic et al., 2004b).
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Psihomotorni razvoj je normalan kod najveceg broja pacijenata, ali postoje anegdotalni opisi
obolelih sa blagom 10O, PAS ili psihijatrijskim poremecajima poput opsesivno-kompulsivnog
poremecaja ili psihoze (Callenbach et al., 2003; Klein et al., 2012; Scheffer et al., 2014). TezZina
epilepsije se javlja u cCitavom spektru od blage faramkosenzitivne do teske FRE sa velikim
optere¢enjem napadima. Pacijenti sa vidljivim strukturnim lezijama mogu dobri hirurski kandidati, a
operativno leCenje Cesto prevodi FRE u potpunu remisiju (Stevelink et al., 2018).

Vise studija je pokazalo povecanu incidencija SUDEP u familijama obolelih sa prisutnim
varijantama u genima GATOR1 kompleksa koja je dostizala i 10% obolelih (Baldassari et al., 2019a;
Nascimento et al., 2015; Weckhuysen et al., 2016). Sta vise, u studijama SUDEP su nadene verovatno
patogene varijante u ovim genima (Bagnall et al., 2016). Patogenetski mehanizam ove povezanosti je
1 dalje nerazjasnjen i1 zahteva dalje ispitivanje.
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Epilepsija frontalnog reznja

T m Intelektualna onesposobljenost
- Epilepsija frontotemporalnog B Pebiiamisici o
regiona sihijatijski komorbiditet
. Epilepsija temporalnog rezmja E Poremecaj iz autistiénog spektra / Proband
. Epilepsija parjetalnog reznja Samoogxam'éena. epivl_epsija sa O Lezija na MRI
] Fokalna epilpesija neutvrdene centrotemporalnim Siljcima
lobame dijagnoze

Slika 23 Pedigre dve familije sa FFEVF i MR mozga koji prikazuje malformacije kortikalnog razvoja; A Pedigre
australijske familije sa DEPDC5 ¢.21C>G (p.Tyr7*) varijantom i MR jednog od ¢lanova na kome je viljiva FCD tip I1b
na dnu sulcus frontalis superior; B Pedigre italijanske familije sa DEPDCS5 ¢.279+1G>A varijantom i vidljivim
zamagljenjem kortikomedulane granice male zone cingularnog korteksa i diskretna trakasta heterotopija sive mase u
neposrednoj blizini displasticnog korteksa, adaptirano iz Scheffer et al., 2014

Napadi u ovoj bolesti su fokalni 1 semioloSki odgovaraju lokalizaciji epileptogene mreZe.
Mogu se javljali u budnosti i u spavanju, bez predilekcije za pojavu tokom febrilnosti. Mogu se javiti
i fokalni napadi sa evolucijom u bilateralne motorne napade.

Osnovna EEG aktivnost je normalna sa fokalnim interiktalnim epileptiformnim praznjenjima.
PraZnjenja su ucestalija u spavanju. Iktalni EEG odgovara lobarnom sindromu. MR mozga je najc¢esce
normalan, ali se moze javiti i ¢itav spektar malformacija kortikalnog razvoja, od grubih poremecaja
poput hemimegalencefalije do diskretnih kortikalnih displazija. Naj¢es¢i MR nalaz je FCD tip 11
(Baulac et al., 2015; Scheffer et al., 2014).

Heterozigotne patogene varijante u komponentama genima GATOR1 kompleksa (DEPDCS5,
NPRL2 i NPRL3) su opisane u ovim familijama i mogu sluziti za potvrdu dijagnoze. De novo
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patogene varijante su Ceste, ali je njihova ta¢na proporcija u odnosu na nasledene varijante nepoznata.
Veliki broj patogenih varijanti je opisan u razliCitim segmentima gena. Veéina obolelih sa
malformacijama kortikalnog razvoja ima nonsense ili frameshift varijante koje dovode do
prevremenog stop kodona, skrac¢enja peptida ili nonsense-posredovane degradacije RNK (eng.
nonsesnse-mediated decay, NMD). Missense varijante su povezane sa blazim histoloskim izmenama
i tipi¢no su bez vidljive lezije na MR mozga (Ishida et al., 2013; Picard et al., 2014).

Ne postoje dokazi koji bi favorizovali primenu bilo kog antiepileptickog leka. FRE se javlja
kod cak i do 50% obolelih (Baldassari et al., 2019a) medu kojima su mnogi dobri hirurski kandidati,
pogotovo ako imaju vidljivu leziju na MR mozga (Stevelink et al., 2018). Varijante u DEPDCS5 su
¢esée povezane sa FRE (Wolking et al., 2021). Veliki terapijski potencijal se ocekuje od primene
mTOR inhibitora kao $§to je everolimus koji je ve¢ odobren za leCenje FRE kod prototipske
mTORopatije, TSC (French et al., 2016), medutim upotreba ovih lekova u mTORopatijama zahteva
dalje ispitivanje.

1.5.4 Autozomno dominantna epilepsija sa auditornim fenomenima (ADEAF)

Epilepsija sa auditornim fenomenima je fokalna epilepsija koju karakteriSe pojava fokalnih
napada bez pomucéenja svesti i prisutnim auditornim fenomenima ili receptivnom afazijom. Napadi
mogu biti precipitirani zvukom. Prevalencija je nepoznata ali se smatra retkim oboljenjem. Moze se
javiti kao familijarna autozomno dominantna (ADEAF) ili sporadi¢na bolest. Opisano je preko 100
porodica sa ADEAF medu kojima je polovina povezana sa varijantama u LGI1 i RELN genu (Ottman
et al., 2004).

Oboljenje je prvobitno povezano sa varijantama u LGI1 genu (Kalachikov et al., 2002;
Morante-Redolat et al., 2002), a potom i RELN (Dazzo et al., 2015) i MICAL-1 (Dazzo et al., 2018).
Interesantno je istaci da je RELN gen ranije povezanim sa autozomno recesivnim poremecajem
neuronalne migracije u okviru kojeg se javljaju epilepsija sa lizencefalijom i cerebelarna hipoplazija
(Hong et al., 2000). U LGI1 genu je opisano preko 40 varijanti sa kojima je povezano oko 30%
ADEAF familija (Michelucci et al., 2013). De novo varijante u LGI1 genu su otkrivene kod oko 2%
sporadi¢nih slu¢ajeva (Nobile et al., 2009). Varijante u RELN genu su povezane sa oko 20% familija
sa ADEAF, dok su MICAL-1 varijante prijavljene u svega nekoliko porodica. Penetrantnost LGI1
varijanti je oko 67% (Rosanoff and Ottman, 2008), ali su opisne i one sa penetrantno$éu ispod 50%
(Di Bonaventura et al., 2011). Penetrantnost RELN varijanti je za sad nepoznata, ali je verovatno
slicna LGI1 varijantama (Dazzo et al., 2015).

LGI1 je prvi gen povezan sa epilepsijom koji ne pripada familiji jonskih kanala, ali je sa njima
u bliskoj funkcionalnoj vezi. Dominantno je eksprimiran na glutamatergickim neuronima gde
verovatno reguliSe AMPA sinapticke struje i inaktivaciju voltazno zavisnih Kyv1.1 kalijumskih
kanala. Patogene varijante su LOF tipa i dovode ili do smanjene sekrecije proteinskog produkta
(oznacenog kao Lgil) ili onemoguéavaju interakcije sa drugim signalnim proteinima (Zhou et al.,
2009). Interesantno je da je jedina zajednicka karakteristika Lgil i relina (proteinski produkt RELN
gena) to $to su oba sekretorni proteini. Pretpostavlja se da je do sada nepoznat funkcionalni puta
zajednicki za oba molekula u osnovi patogeneze ovog oboljenja (Michelucci and Nobile, 2019).

Pocetak bolesti je tipicno u drugoj ili trecoj deceniji. Psihomotorni razvoj 1 neuroloski nalaz
su normalni. Epilepsija je obi¢no blaga ali su opisni i slucajevi teske FRE (Di Bonaventura et al.,
2009). Oboleli sa FRE mogu biti dobri hirurski kandidati. Kumulativna stopa terminalne remisije je
50% 30 godina po postavljanju dijagnoze (Bisulli et al., 2018).

Napadi su fokalni i po¢inju auditornim fenomenima kod oko 2/3 obolelih, ali se mogu javiti i
u vidu receptivne afazije, kompleksnih vizuelnih, vertiginoznih, autonomnih, senzitivnih ili psihic¢kih
fenomena. Epileptogena mreza je verovatno locirana u regiji Heschl-ovih girusa ili Wernicke-ove

47



aree dominantne hemisfere. Evolucija u bilateralne motorne napade je Cesta i javlja se kod skoro 90%
obolelih (Michelucci et al., 2013). Auditorni fenomeni su najéesée prosti u vidu zujanja ili pistanja
ili auditornih distorzija poput alteracije jacine zvuka (Kobayashi et al., 2003a; Winawer et al., 2000).
Kompleksni fenomeni poput glasova ili muzike javljaju kod oko 15% obolelih, dok su negativni
auditorni fenomeni poput nestanka ambijentalnog zvuka opisani kod oko 10%. Auditorni okida¢ za
pojavu napada, u vidu javljanja na telefon ili ulaska u bu¢nu prostoriju postoji, opisan je kod 20%
obolelih (Michelucci et al., 2013, 2003). Kod pacijenta sa napadima bez oStecenja svesti bolest dugo
ostaje neprepoznata, a dijagnoza se ¢esto postavlja tek po pojavi prvog bilateralnog toni¢ko-klonickog
napada.

U interiktalnom EEG se beleze $iljci ili ostri talasi kod oko 60% obolelih sa predilekcijom za
levu hemisferu (Di Bonaventura et al., 2009). MR mozga je normalan. Genetsko testiranje na
varijante u LGI1, RELN i MICAL-1 je pozitivno kod oko 60% familijarnih slu¢ajeva. Anegdotalno su
prijavljene i patogene varijante u DEPDC5, CNTNAP2 i SCN1A (Pippucci et al., 2015).

Epilepsija je naj¢e$¢e dobro kontrolisana antiepileptickim lekovima, ali su opisani i
faramkorezistentni sluc¢ajevi. Rekurentni napadi se javljaju kod polovine obolelih nakon isklju¢ivanja
AEL. Specifi¢na terapija ne postoji (Michelucci and Nobile, 2019).

1.5.5 Familijarna meziotemporalna epilepsija (FMTLE)

Meziotemporalna epilepsija (eng. mesial temporal lobe epilepsy, MTLE) je najces¢i elektro-
klinicki epilepti¢ki sindrom kod odraslih, a HS je naj¢esca patoloska lezija udruzena sa njim. MTLE
se tradicionalno smatra steCenim oboljenjem, medutim sve viSe dokaza sugeriSe veliki kauzalni upliv
genetskih faktora. Opisano je vise formi familijarne MTLE, medu kojima su forme sa kompleksnim
nasledivanjem Ceste, a monogenske forme bolesti retke. Familijarna forma bolesti sa autozomno
dominantnim nasledivanjem i nepotpunom penetrantno$¢u je prvobitno opisana u blizanackim
studijama, a potom i veéim familijarnim agregatima (Berkovic et al., 1996). Ipak, ovaj sindrom nije
uvrs¢en u ILAE Klasifikaciju epilepti¢kih sindroma iz 2022. (Riney et al., 2022), uprkos prisustvu u
ranijim predlozima (Engel, 2001). Bolest je klinicki tesko razlikovati od sporadi¢ne forme, te je
postavljanje dijagnoze FMTLE jedino moguce pomocu detaljne porodiéne anamneze U kojoj postoje
barem dva srodnika obolela od MTLE (Gambardella et al., 2009). Verovatno je zbog toga medu
obolelima od sporadi¢ne MTLE znacajan broj onih sa genetskom etiologijom bolesti. Prevalencija
oboljenja je nepoznata, ali je u jednoj skorijoj studiji pokazano da skoro 20% novodijagnostikovanih
pacijenta sa MTLE ima obolele srodnike (Perucca et al., 2017a).

Klasi¢na forma FMTLE je relativno benigan sindrom sa po¢etkom u drugoj ili trecoj deceniji.
Febrilni napadi se javljaju sa istom ucestalos¢u kao i u opstoj populaciji. Napadi su tipi¢no u formi
fokalnih napada bez pomucenja svesti i prisutnim dismnestickim fenomenima, ali se mogu javiti i
perceptivne distorzije, strah i autonomni fenomeni. Tezi napadi sa oStecenjem svesti, a pogotovu
napadi sa evolucijom u bilateralne motorne napade, su izuzetno retki. Uz to, MR i EEG su najcesce
normalni, tako da je postavljanje dijagnoze epilepsije tesko i moguce je da je veliki broj pacijenata
neprepoznato. Bolest je tipi¢no farmakosenzitivna, a mnogi oboleli ulaze u sponatnu remisiju
(Berkovic et al., 1996; Crompton et al., 2010). Genetska etiologija je i dalje neutvrdena. Anegdotalna
povezanost sa Chr4q13.2-g21.3 lokusom (Hedera et al., 2007) i varijantom u GAL genu (Guipponi et
al., 2015) je opisana u pojedina¢nim pedigreima, ali ovi rezultati nisu replikovani u drugim studijama.

Kobayashi i sar. su opisali familije sa FTMLE medu kojima su neki imali udruzenu HS
(Kobayashi et al., 2003b). Medu obolelima je postojala velika fenotipska varijabilnost u tezini bolesti,
odgovoru na farmakoterapiju, pojavi febrilnih napada u detinjstvu i MR nalazu. Febrilne napade je
imalo priblizno 10% obolelih, $to je znacajno ¢esce u odnosu na opstu populaciju u kojoj se ona
javljaju kod 2,3-3,9% osoba (Hauser and Kurland, 1975; Verity et al., 1985). Ipak, ovo je znacajno
rede nego $to je opisano u hirur§kim kohortama pacijenta sa FRE gde je oko treéina obolelih imala
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febrilne napade u detinjstvu (Cendes et al., 1993; Kuks et al., 1993; Rocca et al., 1987). Pocetak
pomucenjem svesti i automatizmima i relativno retkom evolucijom u bilateralne motorne napade, kao
Sto se tipi¢no vida kod sporadicne MTLE. Vecina obolelih je imala benigan tok bolesti, ali je kod
tre¢ine postojala FRE i to naj¢esc¢e kod onih kod kojih je bolest bila udruzena sa HS. Interesantno je
istaci da su i medu zdravim ¢lanovima familija nadeni znaci hipokampalne skleroze na MR mozga,
ali je ona bila ¢eS¢a sa izraZenijim patoloSkim znacima na MR medu obolelim ¢lanovima.
Patohistoloski nalaz kod hirurski lecenih pacijenta sa FMTLE i HS ne pokazuje nikakve histoloske
razlike u HS u odnosu na pacijente sa sporadicnom MTLE (Gambardella et al., 2009).

Posebno je interesantan odnos febrilnih napada i FMTLE. Opisane su dve velike familije sa
FMTLE i febrilnim napadima bez HS (Baulac et al., 2001; L. Claes et al., 2004). Sli¢no kao u slu¢aju
pomucéenjem svesti i automatizmima i ¢esto evolucijom u bilateralne motorne napade (Baulac et al.,
2001; Depondt et al., 2002). Ipak, oboleli su imali bolju prognozu bolesti bez FRE, cesto sa
spontanom remisijom. U jednoj od njih je identifikovan asocirani lokus na Chr 12g22-g23.3 koji
obuhvata 280 gena medu kojima nema do danas identifikovanih gena povezanih sa epilepsijom. Isti
lokus je potvrden u kasnijim studijama kod pacijenata sa FMTLE (Gurnett et al., 2007), kao i kod
jednog pacijenta sa de novo varijantom (Vari et al., 2017).

Varijante u genima za natrijumske kanale, SCN1A i SCN1B, su takode povezane sa FMTLE
kod koje tipi¢no postoje i febrilni napadi i HS kod razli¢itih ¢lanova familije (Colosimo et al., 2007;
Scheffer et al., 2007). DEPDCS5 varijante su opisane u citavom spektru familijarnih fokalnih
epilepsija, ukljucuju¢i i FMTLE (Ishida et al., 2013; Striano et al., 2015). Ipak, neophodan je oprez
pri interpretaciji pedigrea sa DEPDC5 varijantama. Kako se FFEVF ¢esto klini¢ki ispoljava kao
MTLE, pedigrei sa malo obolelih ¢lanova se mogu shvatiti kao FMTLE. Naknadnim otkrivanjem
novih ¢lanova sa epilepsijom drugih elektro-klinickih sindroma moze promeniti dijagnozu iz FMTLE
u FFEVF (Ishida et al., 2013).

1.5.6 Autozomno dominantna rolandicka epilepsija sa dispraksijom govora (ADRESD)

Autozomno dominantna rolandicka epilepsija sa dispraksijom govora je redak entitet sa i dalje
nedefinisanom pozicijom u sistematizaciji epileptickih sindroma. Sindrom nije ukljuen u
Klasifikaciju epileptickih sindroma ILAE iz 2022. (Specchio et al., 2022). Pripada epilepsija-afazija
spektru bolesti u kome su na jednom kraju teski sindromi poput D/EE-SWAS i LKS, a na drugom
SeLECTS (Slika 24).

Prvi opisani sluc¢ajevi su bili u velikoj australijskoj familiji (Scheffer et al., 1995b), ali je od
tada opisano viSe pedigrea u razli¢itim zemljama (Kugler et al., 2008; Michelucci et al., 2008; Roll
et al., 2006). Zajednicko za sve pedigree je izrazena fenotipska varijabilnost sa razli¢itom tezinom
bolesti kod razli¢itih ¢lanova. Epilepticki sindrom gotovo u potpunosti odgovara SeLECTS sa
pocetkom bolesti u detinjstvu, tipi€no izmedu tri i Sest godina starosti, ali su opisani slucajevi od 1,5
do 10 godina. Napadi se najceS¢e javljaju iz spavanja sa perioralnim senzitivnim ili motornim
fenomenima 1 izraZzenim baljenjem ali rede mogu zahvatati i gornje ekstremitete. Moze se javiti i
evolucija u bilateralne motorne napade. Napadi su retki i epilepsija ulazi u spontanu remisiju kroz pet
godina od pocetka bolesti, ali su opisani i perzistentni napadi u adultnom periodu (Kugler et al., 2008).
Kognitivni razvoj je po pravilu uredan izuzev kod jednog ¢lana prvobitnog pedigrea kod koga je
opisana epilepticka encefalopatija sa kognitivnom regresijom (Scheffer et al., 1995b). Karakteristican
poremecaj govora se javlja kod svih obolelih i sastoji se od oralne 1 govorne dispraksije bez dizartrije,
kao i poremecaja receptivnog govora i nominacije. U EEG se registruju horizontalni centrotemporalni
Siljci sa pozitivnim polom nad frontalnim regionima, identi¢ni onim videnim kod SeLECTS. MR
nalaz je normalan (Scheffer et al., 1995b).
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Slika 24 Epilepsija-afazija spektar, adaptirano iz Turner et al., 2015

Obrazac nasledivanja pokazuje potpunu penetrantnost sa fenomenom anticipacije zbog kojeg
je inicijalno razmatrano da se radi o bolesti trinukleotidnih ponovaka, $to nije dokazano. Missense
varijante u GRIN2A genu su dokazane u inicijalno opisanoj australijskoj familiji (Scheffer, 2000;
Turner et al., 2015b) i jednoj francuskoj familiji sa istim fenotipom (Carvill et al., 2013). U istom
genu se varijante identifikuju kod oko 10% obolelih od bolesti iz epilepsija-afazija spektra (Yang et
al., 2018). U drugim pedigreima nisu dokazani uzro¢ni geni.

1.6 Genetska arhitektonika fokalne epilepsije
1.6.1 Osnovi genetske epidemiologije epilepsije

Kao $to je ranije pominjano, NGS je omogucio prikupljanje ogromne koli¢ine podataka iz
individualnih genoma kako zdravih osoba, tako i osoba sa razli¢itim oboljenjima. Posledi¢no se rodila
potreba za genomikom kao novom nau¢nom disciplinom koja bi izuCavala genetiku bolesti sa
bioinformatickog aspekta. Najveci izazov u interpretaciji informacija U genomici lezi u postojanju
velike genetske varijabilnosti izmedu 0soba. Egzom svake 0sobe prosecno sadrzi vise hiljada genskih
varijanti, od kojih su mnoge benigne i ne ucestvuju u nastanku bolesti. Utvrdivanje kauzalne
povezanosti novoindentifikovane varijante sa boles¢u zahteva rigoroznu i kriticnu evaluaciju
razli¢itih tipova dokaza, koji obuhvataju odredivanje njene ucestalosti u opstoj populaciji, segregaciju
medu obolelima u familijama sa vise obolelih ¢lanova, kao i funkcionalno ispitivanje efekta koji
varijanta ima na celularne procese u koje je uklju¢en genski produkt (Richards et al., 2015).
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Tabela 9 Studije u genetskoj epidemiologiji, adaptirano iz Ottman and Risch, 2012 i Winawer, 2006

nasumicno javilo

Dizajn studije Cilj Metodologija Interpretacija
Studije Utvrdivanje Poredenje ucestalosti Postojanje familijarne agregacije
Familijarne familijarnog oboljenja medu sugeriSe ucesce genetskih
agregacije grupisanja srodnicima obolelih i u faktora u nastanku bolesti
karakteristike ili opstoj populaciju il
fenotipa kontrolnoj grupi
Studije Utvrduje postojanja Ispitivanje familija sa Statisticki znacajna fenotipska
familijarne genetske viSe obolelih ¢lanova da | konkordantnost medu
konkordancije determinante bi utvrdili da li oboleli srodnicima sugerise da fenotip
(podvrsta studija | specifi¢énog fenotipa | ¢lanovi dele iste ima specificnu genetsku
familijarne fenotipske karakteristike | determinantnu
agregacije) ¢esée nego Sto bi se to

Studije blizanaca

Razlikovanje
genetskih i sredinskih
faktora u nastanku
bolesti

Poredenje stepena
fenotipske konkordancije
izmedu MZ i DZ
blizanaca

Veca fenotipska konkordantnost
izmedu MZ nego DZ blizanaca
sugeriSe ucesce genetskih
faktora u nastanku fenotipa

Analize vezanosti
/poziciono
kloniranje

Lokalizuje genetske
faktore rizika
njihovom
kolokalizacijom sa
poznatim genetskim
markerom

Fenotipsko/genotipska
analiza ¢lanova iste
familije sa vise obolelih
¢lanova radi utvrdivanja
da li se isti genski lokus
javlja kod svih obolelih u
toj familiji

Povezanost genetskog markera
sa pojavom bolesti sugerise da je
gen koji je faktor rizika u blizini
tog genetskog markera

Genetske studije

Identifikuje genetske

Poredi ucestalost ¢estih

Veca ulestalost neke Ceste

varijante sa velikim
kauzalnim efektom.
Mogu obuhvatati
genom, egzom ili
selektovane gene

varijanti u populaciji
obolelih se poredi sa
ucestalo$¢u u
popualcionim
genomskim bazama ili
kontrolama

asocijacije faktore rizika varijanti kod obolelih i varijante kod obolelih sugerise
identifikujuéi Ceste kontrola iz opste kauzalni znac¢aj u nastanku
varijante kod obolelih | populacije bolesti
i kontrola

Studije sa NGS Detektuje retke Ucestalost retkih Ces¢a pojava varijante u

populaciji obolelih u odnosu na
opstu populaciju ili kontrole
sugeriSe njen znacaj u nastanku
bolesti

NGS - sekvenciranjem nove generacije (eng. next generation sequencing); MZ — monozigotni, DZ — dizigotni

U cilju identifikacije gena i1 genskih varijanti ukljucenih u nastanak bolesti, genetska
epidemiologija se oslanja na studije razli¢itog dizajna koje daju medusobno komplementarne podatke
i koji samo zajednickim sagledavanjem mogu kompletirati celovitu sliku genetske arhitektonike
epilepsije (Tabela 9).

1.6.2 Naslednost fokalne epilepsije

Epidemioloske studije pokazuju da oko 5% obolelih od epilepsije ima obolele prvostepene
srodnike (Beaussart and Loiseau, 1969; Bianchi et al., 2003; Sun et al., 2006; Vestergaard et al.,
2007). Najveca proporcija obolelih prvostepenih srodnika je pokazana kod obolelih od GGE (15%) i
obolelih od nestecene fokalne epilepsije (12%) (Ottman et al., 1996a). Medutim, vecina obolelih sa
pozitivnom porodi¢énom anamnezom ima samo jednog obolelog srodnika, a familije sa monogenskim
obrascem nasledivanja su retke. To znaci da Su ceste epilepsije verovatno oboljenja sa kompleksnim
nasledivanjem, $to znaci da je naslede uslovljeno brojnim genetskim i sredinskim faktorima (Slika

25).

o1




Termin ceste epilepsije se odnosi na najceS¢e epilepticke sindrome i obuhvata i GGE
sindrome, ukljuc¢uju¢i JME, juvenilnu apsansnu epilepsiju (JAE), CAE i idiopatske generalizovane
epilepsije sa izolovanim generalizovanim toni¢ko-kloni¢kim napadima (IGTK), kao i fokalne
epilepsije, ukljucujuci klasi¢ne lobarne sindrome kao i samoogranicene fokalne epilepsije detinjstva
poput SeLECTS (Koeleman, 2018). Posebno vazan entitet u razmatranju genetskih determinanti FE
je tzv. nestecena fokalna epilepsija (NSFE). Ovaj termin se odnosi na FE koja nije povezana sa
postnatalnim insultom, poput tumora, mozdanog udara, povrede glave, neuroinfekcije ili slicnog. U
literaturi se Cesto NSFE poistovecuje sa odsustvom epileptogene lezije na MR mozga, medutim danas
je poznato da su neke lezije, kao §to su FCD i HS, Cest nalaz kod obolelih od genetski determinisane
FE (Colosimo et al., 2007; Dawson et al., 2020; Iffland et al., 2019; Ishida et al., 2013; Scheffer et
al., 2007; Striano et al., 2015). Ipak, brojne ranije studije koje su izucavale ovu grupu obolelih su
uzorke NSFE ogranic¢avali na NLFE.
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- .. Epilepsije sa i e
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X

Slika 25 Etioloski spektar epilepsija. Vertikalna osa oznacava procenjenu ucestalost odredenog kauzalnog faktora.
Crvena boja oznacava genske determinantne dok su plavom oznacene stecene nokse, poput traume ili ishemije.
Monogenske epilepsije se nalaze na levom delu horizontalne ose adaptirano iz Berkovic et al., 2006

1.6.2.1 Udeo genetskih determinanti u oboljevanju od epilepsije

Studije blizanaca su mo¢an alat za ocenu genetskog udela u nastanku neke osobine i kao takve
su dale znacajne informacije o naslednosti epilepsije. U njima se poredi konkordantnost u pojavi
epilepsije izmedu monozigotnih (MZ) i dizigotnih (DZ) blizanaca u populacionim registrima. Ako
pretpostavimo da MZ i DZ blizanci u jednakoj meri dele sredinske faktore koji uti¢u na pojavu bolesti,
kao i da MZ dele 100%, a DZ prose¢no 50% genetskog materijala, razlika u konkordantnosti izmedu
MZ i DZ blizanaca je determinisana samo genetskim faktorima. Rezultati novijih blizanackih studija
u epilepsiji su dati u Tabela 10. Ovi rezultati sugeriSu da genetski uzroci u velikoj meri ucestvuju u
etiopatogenezi GE, ali i FE.

Medu FE, najznacajniji faktor koji odreduje stepen genetske determinisanosti oboljenja je
epilepticki sindrom. Tako statisticka razlika u konkordantnosti idiopatskih samoograni¢enih FE
detinjstva, poput SeLECTS ili samoogranicene epilepsije sa autonomnim napadima (eng. self-limited
epilepsy with autonomic seizures, SeLEAS, ranije nazivana Panayiotopoulos-ov sindrom) izmedu
MZ i DZ blizanaca nije pokazana (Vadlamudi et al., 2014). Isto vazi i za grupu stecenih FE, odnosno
onih koje su nastale kao posledica poznatog mozdanog insulta, poput mozdanog udara ili traume.
Nasuprot njima, u istoj studiji je pokazana velika razlika u konkordantnosti izmedu MZ 1 DZ
blizanaca obolelih od nelezione epilepsije temporalnog reznja (0,82 vs. 0,00, p = 0,003). Sli¢ne
rezultate su pokazale i druge studije (Corey et al., 2011; Kjeldsen et al., 2003).
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Tabela 10 Konkordantnost u pojavi epilepsije kod monozigotnih i dizigotnih blizanaca

Kjeldsenetal., | Coreyetal., | Vadlamudietal.,
2003 2011 2014
N parova 404 1714 418
K(_)nkordantnost Mz 0,30 0,21 0,40
Fokalna epilepsija blizanaca
K(_)nkordantnost Dz 0.10 0,04 0,03
blizanaca
_ K(_)nkordantnost Mz 0,65 0,64 0,79
Generalizovana blizanaca
epilepsija Konkordantnost DZ 0.12 0.09 0.29
blizanaca ' ' ,

MZ — monozigotni, DZ - dizigotni

Blizanacke studije dozvoljavaju odredivanje heritabilnosti, odnosno mere genetske
determinisanosti neke karakteristike. Ona ozna€ava proporciju fenotipske varijabilnosti koja se moze
objasniti nasledem. Raspon vrednosti heritabilnosti u blizanackim studijama je vrlo Sirok, od 8-27%
u finskoj (Sillanpéé et al., 1991) do 69-88% u studijama iz Danske (Kjeldsen et al., 2003) i SAD
(Miller et al., 1998), verovatno usled metodoloske neusaglasenosti. Interesantno je ista¢i da su Miller
1 sar. nasli najvecu heritabilnost od 85% za fokalne napade sa pomucenjem svesti, dok je za apsansne
napade i generalizovane tonicko-klonicke napade ona bila 69% i1 67%, redom, sugeriSu¢i vecu
heritabilnost u fokalnim epilepsijama nego §to je ranije pretpostavljana.

Neke od novijih metode odredivanja heritabilnosti se oslanjaju na informaticku analizu
genotipova dobijenih pomocéu tzv. microarray DNK analiza. Heritabilnost zasnovana na
pojedina¢nim nukleotidnim polimorfizmima (eng. single nucleotide polymorphism, SNP), odnosno
SNP-heritabilnost predstavlja proporciju fenotipske varijabilnosti koja se moze objasniti ¢estim
genetskim varijantama. Ovako odredena heritabilnost u studiji sa 1258 obolelih od epilepsije 1 5129
kontrola je iznosila 26% za sve epilepsije, 27% za FE i 44% za GE (Speed et al., 2014). lako ovo
sugeriSe da se najveci deo genetske varijabilnosti epilepsija moze objasniti ¢estim varijantama male
veli¢ine efekta, to nije ispravan zakljucak jer SNP-heritabilnost neizostavno obuhvata i uticaj retkih
varijanti sa velikim kauzalnim efektom ¢iji pojedinacni uticaj je u ovom trenutku i dalje nemoguce
oceniti.

Posebno interesantan nalaz Speed i sar. dobijen bivarijatnom analizom je da je genetska
arhitektonika FE razli¢ita od one kod GE i NE, ta¢nije da izmedu ovako posmatranih grupa postoje
zajednicke, kao i zasebne genetske determinante. Sli¢no je nadeno i u blizanackim studijama. MZ
blizanci su visoko konkordantni za tip epilepsije (i do 80%), ali su opisani i diskordantni slucajevi
(Berkovic et al., 1998; Kjeldsen et al., 2003; Vadlamudi et al., 2014). U studijama familijarne
agregacije Clanovi porodica su ¢eSce bili konkordantni za tip epilepsije i1 to obi¢no oko dva puta
(Ottman et al., 1998; Peljto et al., 2014; Winawer et al., 2003). Jedna novija studija koja je analizirala
1021 obolelih iz 281 multiplih familija, odnosno familija sa vise obolelih ¢lanova, je nasla da od
skoro prepoznata KGFE predstavlja genetski razlicit entitet od GE i FE (Ellis et al., 2020b). Posebno
je interesantno da je u meSovitim porodicama, u kojima postoje oboleli 1 od GE 1 od FE, nadeno da
su oboleli sa konkordantnim fenotipom genetski srodniji od obolelih sa diskordantnim fenotipom, $to
podrzava hipotezu da GE i FE (a verovatno i KGFE) imaju zasebne genetske determinante, iako sva
tri fenotipa verovatno dele i neke zajednicke.

1.6.2.2 Rizik od oboljevanja kod srodnika

Studije familijarne agregacije porede prevalenciju epilepsije kod srodnika obolelih probanada
sa onom u opS$toj populaciji i na taj nacin daju robusnije informacije o riziku 0d oboljevanja medu
srodnicima obolelih od epilepsije. Starije studije su pokazale da je rizik od oboljevanja od epilepsije
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oko 2.5 puta ve¢i kod prvostepenih srodnika u odnosu na op$tu populaciju (Annegers et al., 1982,
1976; Hemminki et al., 2006). Ottman i sar. nasli da je kumulativna incidencija oboljevanja od
epilepsije do 40. godine 1,6% kod roditelja, 3,0% kod brace i sestara 1 7,1% kod dece obolelih od
fokalne epilepsije nepoznate etiologije (Ottman et al., 1996b). Ipak, starije studije su bile ogranicene
na mali broj ispitanika, uglavnom iz tercijernih centara i bile su optere¢ene znac¢ajno smanjenim
prijavljivanjem epilepsije kod starijih srodnika.
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Slika 26 Uzrasno zavisna kumulativna incidencija epilepsije do 40. godine kod prvostepenh srodnika probanda sa
epilepsijom prema tipu epilepsije, adaptirano iz Peljto et al., 2014

Jedina novija populaciona studija familijarne agregacije epilepsije se oslanjala na probande
identifikovane u ro¢esterskom registru (Peljto et al., 2014). U njemu su autori nasli da je kumulativna
incidencija epilepsije do 40. godine kod prvostepenih srodnika 4,7% i da se je ona relativho
ujednacena izmedu roditelja (4,5%), brace 1 sestara (4,8%) 1 dece (3,9%), nasuprot velikim razlikama
izmedu ovih grupa iz starijih studija (Ottman et al., 1996a, 1996b). Sta vise, u studiji porodi¢ne
epilepsije Univerziteta Kolumbija (eng. Epilepsy Family Study of Columbia University, EFSCU)
Ottman 1 sar. su naSli povecanje relativnog rizika od oboljevanja kod prvostepenih srodnika od
priblizno 50% za svakih 20 godina porasta godine rodenja (Ottman et al., 1996a). Verovatno je razlika
u prevalenciji epilepsije medu razli¢itim kategorijama prvostepenih srodnika u starijim studijama
posledica njenog neprijavljivanja kod starijih srodnika.

Porede¢i kumulativnu incidenciju epilepsije do 40. godine starosti medu srodnicima obolelih
1 opSte populacije u registru iz Rocestera, Peljto i sar. su nasli odnos standardizovane incidencije
(OSI) od 3,3 (95% CI 2,75-5,99) za sve prvostepene srodnike obolelih. Kada su pacijenti grupisani
prema tipu epilepsije, OSI je bio najveci za srodnike obolelih od GE (5,0, 95% CI 3,18-7,45) (Slika
26). Za srodnike obolelih od FE je bio 2,1 (95% CI 1,27-3,10) kada su oboleli posmatrani kao
jedinstvena grupa, medutim, OSI je zna€ajno varirao u zavisnosti od etiologije epilepsije probanda
(Tabela 11), tako da je kod srodnika obolelih od epilepsije postnatalne strukturne ili metaboli¢ke
etiologije kumulativna incidencija bila ista kao u opStoj populaciji. Najve¢a OSI nadena je za srodnike
obolelih od epilepsije perinatalne ili razvojne strukturne ili metabolicke etiologije koji bi danas bili
oznaceni kao oboleli od D/EE.
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Sli¢ne rezultate prijavljuju i drugo autori. U EFSCU studiji, Ottman 1 sar. su nasli da samo
srodnici probanada sa epilepsijom nepoznate etiologije ili one povezane sa perinatalnom noksom
imaju uvecan rizik od oboljevanja u odnosu na ops$tu populaciju (Ottman et al., 1996b). Rizik od
oboljevanja medu srodnicima obolelih od epilepsije usled postnatalnog insulta se nije razlikovao u
odnosu na opstu populaciju i bio je relativno ujednacen izmedu srodnika obolelih od epilepsije usled
mozdanog udara, mozdane traume, neuroinfekcije, tumora mozga, kao i ostalih uzroka (Ottman et al.,
1996a).

Tabela 11 Kumulativna incidencija epilepsije do 40. godine starosti i odnos standardizovane incidencije kod kod
prvostepenih srodnika obolelih od fokalne epilepsije prema etiologiji, adaptirano iz Peljto et al., 2014

Kumulativna incidencija

Etiologija fokalne epilepsije do 40. godine (%) (SE)

0SI (95% ClI)

Idiopatska 2,0 (2,01) 2,7 (0,00-6,81)
Nepoznate etiologije 2,9 (0,94) 2,2 (1,07-3,48)

. Perinatalna/razvojna 8,5 (3,50) 4,8 (1,56-9,88)
Strukturna/metabolicka 7500 - ring 1,6 (0,76) 1,3(0,26-2,53)
Ukupno 2,9 (0,65) 2,1 (1,27-3,10)

SE — standardna gre$ka, OSI — odnos standardizovane incidencije, Cl interval poverenja (eng. confidence interval)

Verovatnoca oboljevanja od epilepsije je ve¢a kod dece obolelih majki u odnosu na obolele
oceve, Sto je oznaceno kao maternalni efekat. Do sada najveca populaciona studija posvecena
izu¢avanju maternalnog efekta se oslanja na podatke iz danskog registra 1 ukljucuje 1754742
probanda sa epilepsijom (Dreier et al., 2021). Ona je pokazala da je rizik od oboljevanja od epilepsije
do 30. godine zivota 1,4 puta veci kod dece obolelih majki u odnosu na decu obolelih o¢eva. Brojne
hipoteze kojim bi se objasnio maternalni efekat, potput intrauterine izlozenosti AEL ili epileptickim
napadima majke ili X vezanog nasledivanja nisu potvrdene u studijama (Ottman and Risch, 2012). U
velikoj studiji tzv. multiplih familija sa barem tri ¢lana obolela od epilepsije (ukupno 1120 obolelih
iz 303 familije), autori su pokazali da je broj obolelih Zena koje su bile majke ¢ak 1,8 puta vecéi od
broja obolelih muskaraca koji su bili o¢evi (Ellis et al., 2020a). Autori su efekat objasnili vecom
zastupljeno$cu zena u studiji (1,3 puta) i veCom verovatno¢om ostavljanja potomstva kod obolelih
zena u odnosu na obolele muskarce (1,4 puta). Ovi podaci podrzavaju hipotezu tzv. selektivnog
fertiliteta, odnosno, da muskarci oboleli od genetski determinisane epilepsije imaju manju
verovatnocu ostavljanja potomstva u odnosu na Zene sa genetskim formama epilepsije.

1.6.3 Spektar genetskih varijanti u fokalnoj epilepsiji

1.6.3.1 Podela na osnovu velifine genetskih varijanti

Veli¢ina genetskih varijanti varira od modifikacija pojedina¢nih baznih parova do ¢itavih
hromozoma (Slika 27). Pod strukturnim varijantama se podrazumevaju izmene broja i strukture
hromozoma, kao 1 manje strukturne varijante oznacene kao varijante broja ponovaka (eng. copy
number variants, CNV). Manje varijante se odnose na male insercije, delecije i supstitucije od jednog
do nekoliko nukleotida, oznacenih kao indeli, i varijante pojedina¢nih nukleotida (eng. single
nucleotide variant, SNV). lako postoji izvesna korelacija veli¢ine varijante sa veliCinom njenog
efekta, oni nisu obavezno proporcionalni.
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Slika 27 Raspon velicina genskih varijanti vezanih za epilepsiju, adaptirano iz Helbig et al,. 2016.
1.6.3.1.1 Velike hromozomske aberacije

Velike hromozomske anomalije su povezane sa epilepsijom koja je deo sloZenog fenotipa. On
tipi¢no obuhvata 10, neurorazvojne poremecaje, kao i facijalne i telesne dizmorfizme. Hromozomske
anomalije mogu biti varijacije broja hromozoma, odnosno aneuploidije ili strukturne anomalije.
Aneuploidije ve¢ine hromozoma su inkompatibilne sa Zivotom, dok su krupne strukturne anomalije,
kao sto su delecije, duplikacije ili translokacije delova hromozoma, relativno Cesti izazivaci genetskih
epilepsija. Neki hromozomski sindromi su povezani sa specificnim elekotroklini¢im epileptickim
sindromom, dok drugi daju nespecifi¢ne epilepticke sindrome (Tabela 12)

Dijagnozu hromozomskih anomalija je moguce postaviti citogenetskim tehnikama.
Aneuploidije i ring-hromozome je moguce detektovati prostim kariotipom. Kod mozaicizma ring
hromozoma neophodno je odredivanje kariotipa u 50-100 mitoza. Delecioni sindromi, poput 1p36
monozomije, zahtevaju preciznije metode poput fluorescentne in situ hibridizacije (FISH) (Hu et al.,
2014).

Tabela 12 Najcesée hromozomske anomalije udruzene sa epilepsijom, adaptirano iz Sen and Johnson, 2019 i Sorge and
Sorge, 2010

:nrgm;?f;nska Sindrom Tip epilepsije Fenotip
.. Dizmorfizmi, epilepsija kod
1p36 monozomija NES (ES, FN, GMN) 50-58%
Wolf- Zenska predilekcija,
4p- Hirschorn-ov | HKN, ES, AA, FN dizmorfizmi, NRP, epilepsija
sindrom kod >90%
Trizomija 12p MN, MA Dizmorfizmi, PMG, FCD
Pallister-
Tetrazomija 12p | Killian-ov NES (ES) Dizmorfizmi, 10, NRP
sindrom
Ring Mozaicizam, dizmorfizmi,
R14 hromozom 14 NES katarakta, pulmonalna
stenoza, ataksija
. . Dizmorfizmi, lizencefalija tip
17p13.3- Miller-Dirke NES, FN, MN, ES 1, epilepsija kod >90%
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Disautonomni FN sa sr¢anom Dizmorfizmi, sréane
18g- AT - -
aritmijom i apnejom malformacije, NRP
No¢éni napadi iz frontalnog reznja
R20 Ring sa vizuelnim halucinacijama, Mozaicizam, dizmorfizmi (ne
hromozom 20 | konfuzijom, automatizmima, kod svih pacijenata)
mioklonijom kapaka, NKSE
Dizmorfizmi, sréane
Trizomija 21 D_own-ov NES (ES, EN, GMN, MN) malforrr_lgcue, Alzhevlmer-llke
sindrom demencija ranog pocetka,
epilepsija kod 8-10%
Klinefelter-ov Muskarci, epilepsija kod 5-
XXY sindrom NES (AN, GMN) 17%, 10, hipogonadizam

NES — nesepcifi¢ni epilepticki sindrom, ES — epilepticki spazam, FN — fokalni napad, GMN — generalizovani motorni napad,
HKN — hemikonvulzivni napad, AA — atipi¢ni apsans, MN — mioklonicki napad, MA- miokloni¢ki apsans, PMG —
polimikrogirija, FKC — fokalna kortikalna displazija, NRP — neurorazvojni poremecaji, FCD — fokalna kortikalna displazija (eng.
focal cortical dysplasia), 10 — intelektualna onesposobljenost, NKSE — nekonvulzivni status epilepticus

1.6.3.1.2 Varijante broja ponovaka (CNV)

Naucna zajednica je poslednjih decenija prepoznala da je veliki udeo genetske varijabilnosti
ljudskog genoma posledica varijanti srednje veli¢ine. Medu ovom kategorijom kao najcesce se isticu
varijante broja ponovaka koje nastaju nebalansiranim hromozomskim rearanzmanom. Naime,
procenjuje se da je i do 2/3 ljudskog genoma sacinjeno od ponovljenih segmenata DNK (de Koning
et al., 2011), a njihova varijacija je odgovorna za 4,8-9,5% ukupne genomske varijabilnosti (Zarrei
et al., 2015). CNV mogu dovesti do izmena u genskoj ekspresiji gena u zahva¢enim regiona (\WWang
et al., 2015) ali i do promena u konfiguraciji hromatina koje posledi¢no dovode do izmena genske
ekspresije na nivou Citavog genoma (Gheldof et al., 2013). Ne postoji strog konsenzus o veli¢ini ovih
ponovaka i kao donju granicu eksperti navode od 50 do ¢ak 1000 baznih parova (l. Helbig et al.,
2016; Thomas and Berkovic, 2014; Zarrei et al., 2015), ali uprkos ovoj neusaglaSenosti, najveci broj
CNV broji vise hiljada, a nekad i viSe miliona baznih parova.

Postoje dve vrste CNV: rekurentne i nerekurentne. Rekurentne CNV su posledica nealelskih
homologih mejoti¢kih rekombinacija koja nastaju na posebnim predilekcionim mestima. Ove vruce
tacke se sastoje iz DNK sekvenci veli¢ine 50 kb do 10 Mb oivi¢enih dupliranim blokovima sekvenci
veli¢ine preko 1 kb sa preko 98% sekvencijalnog preklapanja (Stankiewicz and Lupski, 2002). Zbog
nacéina nastanka, rekurentni CNV kod razli¢itih osoba su gotovo identi¢ne. Nerekurentne CNV se
javljaju u ¢itavom genomu i nastaju usled greSaka u replikaciji. Nastaju na prekidima na mestima
kratkih sekvencija identi¢nih baznih parova (Lee et al., 2007). Nerekurentne CNV mogu biti
jednostavne u kojima dolazi do delecije segmenta izmedu dva prekida ili mogu biti praceni
insercijama ili duplikacijama. Zbog ovakvog mehanizma nastanka, CNV izmedu razli¢itih osoba su
razliciti, ali osobe sa sli¢nim fenotipom ¢esto imaju male preklapajuce regione u kojima se nalaze
geni koji definiSu fenotip.

1.6.3.1.2.1 Rekurentne varijante broja ponovaka

Rekurentne delecije su ve¢ ranije opisane kao uzrocnici 10 u razli¢itim sindromima, medu
kojima neki, poput Angelman-ovog sindroma, svojim fenotipom obuhvataju i epilepsiju. Njihova
detekcija se oslanjala na stariju tehnologiju poput ve¢ spominjane FISH. Medutim, tek sa razvojem
modernijih tehnika, poput hromozomske mikroarej analize (eng. chromosomal microarray analysis,
CMA) dolazi ekspanzija otkrica mikrodelecionih sindroma. Mikrodelecija 15q13.3 je prvi put
indentifikovana u populaciji obolelih od GGE (Helbig et al., 2009). U velikoj studiji sal1234 obolelih
od GGE 13022 kontrola, de Kovel i sar. su, pored pomenute 15q13.3, opisali jo§ jednu mikrodeleciju
na 15 hromozomu (15g11.2) i jednu na hromozomu 16 (16p13.11), sa ukupnom ucestalo$¢u od oko
3% obolelih od GGE (de Kovel et al., 2010). Heinzen i sar. su u studiji obolelih od FE pokazali
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statisti¢ki znacajno opterecenje delecijama 16p13.11 kod obolelih u odnosu na kontrole. Interesantno
je da su delecije 15q11.2 takode bile ¢esce kod obolelih, ali zbog strogih statistickih kriterijuma ova
razlika nije dostigla nivo statisticke znacajnosti (Heinzen et al., 2010). Vazno je napomenuto da
mikrodelecije nisu indentifikovane u populaciji epileptickih encefalopatija, Sto sugeriSe drugaciji
mehanizam nastanka ovih oboljenja (Mefford et al., 2011).

1.6.3.1.2.2 Nerekurentne varijante broja ponovaka

Kvantitativnom lan¢anom reakcijom polimerizacije (kPCR) i multiplom amplifikacijom
probe zavisnom od ligacije (eng. multiplex ligation-dependent probe amplification, MLPA) su ranije
utvrdene delecije 1 duplikacije pojedina¢nih ili multiplih egzona u poznatim genima za epilepsiju,
poput SCN1A (Marini et al., 2009). U ranije spominjanoj studiji FE Heizen i sar. je pored vec
pominjanih rekurentnih delecija, nadeno i 24 delecije ve¢ih od 1 Mb od kojih se vecina javljala kod
samo jednog obolelog (Heinzen et al., 2010).

S obzirom na to da su nerekurnente CNV jedinstvene, interpretacija njihovog kauzalnog
znacaja zahteva razmatranje vise kriterijuma, poput veli¢ine, zahvaéenih gena, naslednosti i odsustva
u zdravoj populaciji. Pronalazenje vise pacijenata sa delimi¢no preklapaju¢im nerekurnetnim CNV
omogucava identifikaciju kriti¢nog regiona vezanog za neko oboljenje. Tom metodom su otkriveni
PCDH19 u epilepsiji sa 10 kod devojcica (Christel Depienne et al., 2009) i GRIN2A kod obolelih od
poremecaja iz epilepsija-afazija spektra (Reutlinger et al., 2010).

1.6.3.1.3 Indeli i varijante pojedina¢nih nukletida (SNV)

Male genske varijante poput indela i SNV nisu dostupne prethodno spominjanim metodama
novih pristupac¢nijih metoda sekvenciranja je omoguéio otkri¢e velikog boja varijanti U mnogim
bolestima.

Indeli su kratke insercije, duplikacije ili delecije, tipicno ograni¢ene na manje od 50 baznih
parova, mada kao u prethodnom slucaju strog stru¢ni konsenzus ne postoji. U zavisnosti od
primenjene definicije, broj indela u genomu svake osobe varira izmedu sto hiljada i miliona (Wang
et al., 2008). Oko 70% svih indela ¢ine kratke sekvence od jednog do tri nukleotida. Delecije su oko
dva puta ¢eSc¢e od duplikacija ili insercija (Lin et al., 2017). U kodiraju¢im segmentima ima manje od
1000 indela i najéesce su sacinjeni od 3 ili 6 nukleotida, ¢ime dovode do gubitka ili dobitka jedne ili
dve aminokiseline, bez izmene okvira Citanja (Mullaney et al., 2010). Oko 40 indela u svakom
genomu je sacinjeno od jednog ili dva nukleotida $to dovodi do izmene ¢itanja sekvence, 0dnosno.
frameshift varijanti (Lin et al., 2017).

SNV su supstitucije pojedina¢nih nukleotida 1 mogu biti sinonimne, kada ne dovode do
supstitucije aminokiseline u proteinskom produktu, ili nesinonimne kada dovode do aminokiselinske
supstitucije (missense varijante) ili nastanka stop kodona (nonsense varijante). Missense varijante se
funkcionalno mogu ponasati kao GOF, LOF ili biti neutralne (Ellis et al., 2020c). Nasuprot njima,
nonsense varijante spadaju u null varijante kod kojih postoji skracenje polipeptida ali i njegovog
potpunog odsustva posredstvom NMD RNK (Boillot and Baulac, 2016). Druge null varijante su ve¢
spominjane frameshift varijante, varijante sa gubitkom starta i varijante kanoni¢nog akceptorskog ili
donorskog mesta splajsovanja koje remete postranslacionu obradu RNK (Ellis et al., 2020c).

Clanovi Epi25 kolaboracije su pokusali da diferenciraju optereéenje razli¢itim tipovima SNV

i indela u velikoj grupi pacijenta (9170 osoba sa epilepsijom i 4042 kontrole) (Epi25 Collaborative,
2019).
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Slika 28 Opterecenje u intolerantnim genima sinonimnim, benignim missense, Stetnim missense, Stetnim missense sa
MPC > 2 i PTV kod svih obolelih, obolelih od DIEE, obolelih od GGE i obolelih od NSFE u odnosu na zdrave kontrole,
adaptirano iz Epi25 Collaborative, 2019

Posebno su analizirane sinonimne, benigne i patogene missense varijante i PTV u genima
intolerantnim na LOF. U svim grupama je detektovano optere¢enje PTV kao i Stetnim missense
varijantama sa MPC skorom ve¢im od 2, ali ono u grupi NSFE nije dostiglo nivo statisticke
znaajnosti. U svim grupama ispitanika sa epilepsijom je zabeleZeno progresivno povecanje
opterec¢enja od sinonimnih varijanti prema PTV, §to sugeriSe pozitivnu korelaciju izmedu teZine
funkcionalnog ostecenja proteinskog produkta u genima intolerantnim na gubitak funkcije i
verovatno¢e od oboljevanja od epilepsije. Dalja istrazivanja su neophodna za bolje razumevanje
funkcionalnih posledica razli¢itih tipova malih varijanti i njihove posledi¢ne fenotipske ekspresije.

1.6.3.2 Velidina efekta

Genetske determinante mogu u razli¢itoj meri doprinositi nastanku oboljenja. Ova mera je

oznaéena kao velicina efekta. Najcesce koriS¢en parametar koji oslikava veli¢inu efekta je odnos
Sanse (eng. odds ratio, OR) i odgovara povecanju rizika od oboljevanja usled prisustva odredene
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varijante (Burton et al., 2005). Izracunava se iz odnosa prevalencije oboljenja kod nosilaca varijante
I prevalencije u opstoj populaciji. Genska mutacija je termin koji se najéesée koristi u mendelskim
oboljenjima, ali u sustini oznacava gensku varijantu koja ima veliku veli¢inu efekta. U tom slucaju
se kao mera veli¢ine efekta Cesto koristi penetrantnost koja odgovara verovatnoci da nosilac varijante
ima odredeno oboljenje. Na drugom kraju spektra kauzalnosti su genski polimorfizmi koji oznacavaju
Ceste varijante ukljucene u nastanak klinicke slike poligenetskih oboljenja ili one koje modifikuju
klini¢ku sliku u monogenskim oboljenjima (Guerrini et al., 2014).

lako su OR i penetrantnost naizgled konkordantne, neke varijante poput 15q13.3 delecije
imaju inkompletnu penetrantnost za GGE kao deo klinickog fenotipa uprkos jako visokom OR (> 50)
za istu fenotipsku karakteristiku (de Kovel et al., 2010). Ocigledno je da postoje drugi genetski ili
sredinski faktori koji odreduju pojavu feontipa kod nosilaca ovih varijanti.

1.6.3.3 Ucestalost genskih varijanti

Retki monogenski sindromi su omogucili otkrivanje odgovaraju¢ih gena sa velikom
veli¢inom efekta. Ove retke varijante sa velikom veli¢inom efekta kosegregiraju kod obolelih ¢lanova
velikih multiplih familija, $to omogucava detekciju lokusa upotrebom analiza vezanosti (Tabela 9).

U skorije vreme je fokus istrazivanja sa retkih monogenskih sindroma preseljen na Ceste
sporadi¢ne epilepsije kod kojih postoji minimalna ili nikakva familijarna agregacija. Hipoteticki Su
razmatrana dva suprotstavljena objasnjenja genetske osnove ovih oboljenja. Prvo, oznaceno kao
hipoteza cesto oboljenje — cesta varijanta (Chakravarti, 1999) je da su ceste varijante, 0dnosno one
koje se javljaju kod 1% opste populacije ili ¢esce, odgovorne za mali pojedinacni rizik od nastanka
oboljenja. Kako je njihova pojava u populaciji ¢esta, one bi posledi¢no bile odgovorne za relativno
veliki broj slu¢ajeva oboljevanja. Nasuprot tome, hipoteza cesto oboljenje — retke varijante
(Pritchard, 2001) pretpostavlja da oboljenje nastaje usled medusobne interakcije vise retkih varijanti
u vise razli¢itih gena. U ovom slucaju se zapravo ne radi o Cestom oboljenju, ve¢ o skupu pojedinac¢nih
retkih genetski raznorodnih oboljenja. Ove hipoteze nisu medusobno isklju¢ive, ali njihovo
dokazivanje zahteva razli¢ite metodoloske pristupe zbog ¢ega su uvek izolovano istrazivane.

U mnogim oboljenjima se mogu naci rekurentne varijante, koje su istovetne za veliki broj
obolelih. Ovo pogotovu vazi za GOF varijante ili one sa dominantno negativnim efektom. U epilepsiji
je to posebno Eesta pojava u SCN2A (Howell et al., 2015), SCN8A (Larsen et al., 2015) i KCNQ2
genu (Millichap et al., 2016). Nasuprot tome, u drugim genima, poput DEPDCS5 je naden veliki broj
razli¢itih varijanti, od kojih su neke identifikovane kod samo pojedinacnih pacijenata, Sto dodatno
smanjuje njihovu ucestalost u populaciji (Baulac, 2016).

Postoji inverzna korelacija izmedu ucestalosti genetskog faktora rizika i njegove veli¢ine
efekta. Varijante sa velikom veli¢inom efekta su izuzetno retke u opsStoj populaciji zbog smanjenja
tzv. reproduktivne sposobnosti njihovih nosilaca, odnosno smanjene verovatnoée ostavljanja
potomstva usled postojanja teskih i onesposobljavajucih bolesti (Bennett et al., 2017). Samim tim,
§to je oboljenje izazvano genskom varijantom teze, to je manja verovatnoca njene pojave kod zdravih
osoba. Kako su zbog toga varijante velike veli¢ine efekta retke, a Ceste varijante tipicno male veli¢ine
efekta, njihov medusoban odnos stvara koridor varijanti i gena koji verovatno ucestvuju u patogenezi
epilepsije (Slika 29). Iznad ovog koridora bi se nalazile ¢este varijante sa velikom veli¢inom efekta
¢ije postojanje je najverovatnije iskljuceno relativno malom prevalencijom epilepsije. Ispod koridora
bi se nasle retke varijante sa malom veli¢inom efekta za ¢iju detekciju bi bile neophodne studije sa
jako velikim brojem ispitanika (Helbig and Lowenstein, 2013).
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Slika 29 Koridor mogucih genetskih varijanti u epilepsiji, adaptirano iz Helbig et. al.,2016
1.6.3.3.1 Cesto oboljenje — &esta varijanta

Traganje za Cestim varijantama ukljuéenim u patogenezu bolesti je ograniceno velikom
varijabilno$¢u ljudskog genoma. Do sada je identifikovano ¢ak 88 miliona varijanti kod 26 genetski
raznorodnih populacija, medu kojima je 85 miliona SNV, 3,6 miliona indela i oko 60 hiljada CNV i
drugih strukturnih varijanti. Dve ljudske osobe se razlikuju u priblizno 2 miliona SNV (Auton et al.,
2015). Ova osnovna varijabilnost namece izuzetno stroge kriterijume za dokazivanje kauzalnosti.
Tako je prihvaéena maksimalna p vrednost za GWAS svega 5 x 1078, Strogi statisticki kriterijumi
namecu potrebu za velikim uzorcima da bi GWAS studije bile adekvatno osnazene, a mnoge su zbog
toga dale negativne rezultate.

Prvi signifikantni podaci iz GWAS dobijeni su meta analizom 12 studija sa ukupno 8696
obolelih i 26157 kontrola (ILAE Consortium on Complex Epilepsies, 2014). Ovom meta analizom
su otkrivena dva lokusa u grupi koja je obuhvatala sve pacijente sa epilepsijom (2924.3 koji upucuje
na SCN1A i 4p15.1 koji upucuje na PCDH7) i jedan lokus kod GGE (2p16.1 koji sugerise VRK2 ili
FANCL). Nijedan gen u medu obolelim od FE nije dostigao nivo statisticke znacajnosti. Moguci lokus
od znacaja u FE je lociran na 2q24.3 koji upuéuje na SCN1A, ali s obzirom na p vrednost 1,45 x 107
on nije zadovoljio stroge GWAS kriterijume. U do sada najvecoj GWAS u epilepsiji sa 15212
obolelih 1 29677 kontrola je identifikovano 16 statisti¢ki znacajnih alela (11 prethodno utvrdenih i 5
novootkrivenih), (ILAE Consortium on Complex Epilepsies, 2018). Veli¢ina uzorka je dozvolila
analizu u okviru uZe definisanih fenotipova, §to je dovelo do identifikacije sindromski specifi¢nih
lokusa u JME, CAE 1 FE sa HS. Kumulativni rizik za epilepsiju uzrokovan ¢estim varijantama u ovoj
studiji je procenjen na 32,1% za GGE i 9,2% za FE, $to sugeriSe da u nastanku GGE, za razliku od
FE, postoji veliki poligenetski doprinos. Rezultati ove studije su prikazani u Tabela 13.

Tabela 13 Statisticki znacajni lokusi kao faktori rizika za epilepsiju, adaptirano iz ILAE Consortium on Complex
Epilepsies, 2018

Lokus Fenotip Mogudi geni

2p16.1 Sve epilepsije, GGE, CAE | FANCL, BCL11A

2024.3 Sve epilepsije, FE, GGE SCN3A, SCN2A, SCN1A, TTC21B
16g12.1 Sve epilepsije HEATR3, BRD7
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2p24.1 GGE Nepoznato
2032.3 GGE STAT4
4p15.1 GGE PCDH7
4pl2 GGE GABRA2
5022.3 GGE KCNN2
6p22.3 GGE ATXN1
6022.33 GGE Nepoznato
17921.32 GGE PNPO
21g22.11 GGE GRIK1
16p11.2 JME STX1B
2022.3 CAE ZEB?2
3026.31 FE sa HS C30rf33, SLC33A1, KCNAB1
6022.31 FE sa HS GJAL

GE — generalizovana epilepsija, CAE — de¢ja apsansna epilepsija (eng. childhood apsans epilepsy),
FE — fokalna epilepsija, HS — hipokampalna skleroza

1.6.3.3.2 Cesto oboljenje — retke varijante

Ovom hipotezom je pretpostavljeno da se genetska osnova Cestih epilepsija sastoji od velikog
broja retkih (zastupljenih kod manje od 1% opste populacije) i ultra retkih (onih koje nisu prisutne u
populacionim genomskim bazama) varijanti. Kako se radi o izuzetno retkim varijantama, njihov broj
bi morao biti veéi od vise stotina ili ¢ak hiljada da bi se ovim modelom mogla objasniti genetska
osnova Ceste bolesti kakva je epilepsija.

Prve otkrivene retke varijante povezane sa cCestim epilepsijama su ve¢ spominjane
mikrodelecije najcesc¢e vezane za GGE. Medutim, njihova ukupna ucestalost je svega nekoliko
procenata populacije sa GGE (i jo§ manje kod NSFE) i predstavljaju faktore rizika za nastanak bolesti
sa odnosom Sanse od svega 5 do 68 (de Kovel et al., 2010; Helbig et al., 2009), tako da je njihov
sveukupni udeo u genetskoj varijabilnosti epilepsija zanemarljiv.

Veliki potencijal za objasnjenje genetske varijabilnosti epilepsije je leZzao u istrazivanju indela
i varijanti pojedina¢nih nukleotida (eng. single nucleotide variants, SNV). Do razvoja NGS klinicka
identifikacija sporadi¢nih slu¢ajeva retkih monogenskih sindroma je bila osnov detekcije retkih SNV
u genima kandidatima. Direktno sekvenciranje klasi¢nim metodama upotrebom Sanger-ovog
sekvenatora zahteva vreme i velike materijalne troSkove, te je bilo moguce sekvencirati samo mali
broj dobro selektovanih gena kandidata kod pacijenata sa visokim stepenom klinicke sumnje na
genetsku epilesiju. Rezultate nije bilo moguce statisticki validirati zbog malog broja sekvenciranih
genoma iz opste populacije, zbog Cega se patogenost novootkrivenih varijanti argumentovala
isklju¢ivo pomocu funkcionalnih studija. Ovo je za posledicu imalo veliku stopu lazno pozitivnih
rezultata (Sen and Johnson, 2019).

Masivno paralelno sekvenciranje pomo¢u NGS je omoguéilo prikupljanje sekvenci ¢itavih
genoma ili egzoma velikog uzorka opste populacije, ¢ime je otkriveno da svaka prividno zdrava osoba
nosi prosecno 22000 varijanti u kodiraju¢im segmentima gena, od kojih je 9000 nesinonimno,
odnosno dovode so supstitucije aminokiseline u finalnom proteinu. Od njih 100 ¢ine retke varijante,
a Cak pet retke varijante koje dovode do skracenja proteina (null varijante) (Lek et al., 2016). Ovaj
veliki obim fizioloSke varijacije u genomu ¢oveka je nametnuo potrebu za razvojem kriterijuma za
definisanje patogenog znacaja varijanti koji su bazirani na evaluaciji viSe vidova dokaza kao $to su
funkcionalne studije varijanti, evolutivna konzerviranost gena, ucestalost varijanti u populacionim
bazama genoma ili egzoma, prisustvo kod zdravih roditelja kod de novo varijanti kao i upotreba in
silico metoda predikcije patogenosti (Nykamp et al., 2017; Richards et al., 2015).
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1.6.3.3.2.1 Studija Epi4K konzorcijuma i Epilepsija genom/fenom projekta

Prva velika studija kod cestih epilepsija koja je koristila WES je analizirala ucestalost
patogenih varijanti u 18668 gena kod obolelih i kontrola (Epi4K consortium and EPGP, 2017).
Patogene varijante su definisane kao null varijante ili missense varijante koje su ocenjene kao
verovatno patogene upotrebom in silico analize pomoc¢u Poly-Phen-2 (Adzhubei et al., 2013). U
studiju je ukljueno 1827 obolelih od epilepsije (640 obolelih od GGE, 525 obolelih od NSFE sa
srodnicima do tre¢eg stepena srodnosti obolelih od epilepsije i 662 obolelih od sporadi¢ne NSFE) i
3877 kontrola iz opste populacije.
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Slika 30 Graficki prikaz optereéenja genskim varijantama kod obolelih od familijarne NSFE. Prvih pet najopterecenijih
gena su posebno oznaceni. Adaptirano iz Epi4K consortium and Epilepsy Phenome/Genome Project, 2017

Medu najinteresantnijim rezultatima iz ove studije je bio nalaz da je jedini gen koji je dostigao
nivo statisticki znacajne optereéenosti patogenim varijantama bio DEPDC5 (p = 1,8 x 107) u
populaciji obolelih od NSFE sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom (oznacenih kao familijarna
NSFE). Sta vise, prvih pet najoptereéenijih gena u ovoj populaciji su svi bili medu 43 poznata
dominantna gena za epilepsiju (Slika 30). Autori su izracunali da je verovatnoca da je ovakva
distribucija rezultata nastala slu¢ajno iznosi 5,7 x 10™* na osnovu ega su zaklju¢ili da su svi navedeni
geni verovatno znacajno optereceni U 0voj populaciji, iako to nije pokazano primarnom analizom
usled vrlo strogih statistickih kriterijuma. Takode je izraCunato da se priblizno 8% varijabilnosti kod
familijarnih NSFE moze prepisati varijantama u ovih 5 gena. Devet varijanti (tri u DEPDCS, tri u
PCDH19 i po jedna u CHRNB2, GRIN2A i LGI1) su imale preklapaju¢i kodon sa ve¢ objavljenim
patogenim varijantama iz internet baza. Medu obolelima od sporadicne NSFE nijedan gen nije
dostigao nivo statisticke znacajnosti. Od pet prethodno pominjanih gena samo LGI1 je dostigao p
vrednost manju od 0,05 (p = 0,025).

Uprkos poznatom genetskom uplivu u patogenezi GGE, u ovoj populaciji nijedan gen nije bio
statistiCki znacajno optereceni selektovanim varijantama u odnosu na zdrave kontrole. Cetiri varijante
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(dve u SCN1A i po jedna u GABRG2 i SCN1B) su imale preklapaju¢i kodon sa ve¢ objavljenim
patogenim varijantama iz internet baza. Tri poznata dominantna epilepticka gena (KCNQ2, GABRG2
i SCN1A) su bila medu 10 najopterecenijih gena kod obolelih od GGE, ali nijedan nije dostigao nivo
statisticke znacCajnosti.

Rezultati iz ove studije apostrofiraju metodoloska ogranicenja statisticke snage studija koje
analiziraju veliki broj gena. Naime, da bi se kontrolisala greska tip I u sve tri populacije ispitanika,
definisana greska za celokupnu analizu 18668 gena je bilap = 8,9 x 10”. Uzorak pacijenata i kontrola
u ovoj studiji, iako do tada najveci za studiju sa WES, nije bio dovoljan da pokaze statisticku
znacCajnost za Cetiri od pet verovatno znacajno opterecenih gena.

Posebno vazan rezultat ove studije je bio u tome da su geni povezani sa epilepsijom bili
statisti¢ki znacajno obogaceniji iskljucivo ultra retkim varijantama koje nisu prisutne u populacionim
bazama genoma ili egzoma i ¢ija ucestalost je manja od 0,0005%. Varijante koje su prisutne u
populacionim bazama su bile jednako zastupljene medu obolelima i kontrolama. Druge studije su
takode pokazale da patogene varijante obi¢no nastaju u segmentima kodirajuéih sekvenci koje su
evolutivno najkozerviranije i najmanje trpe varijacije i koje nisu prisutne u opstoj populaciji.

1.6.3.3.2.2 Studije Epi25 kolaboracije

Nakon velikog iskoraka napravljenog rezultatima Epi4 konzorcijuma pokuSana je ekspanzija
rezultata analizom veceg broja ispitanika.

Prva analiza Epi25 kolaboracije je obuhvatila 9170 osoba sa epilepsijom i 8436 kontrola
(Epi25 Collaborative, 2019). Autori su poredili ucestalost ultra retkih null i missense varijanti za koje
je in silico predikcija sugerisala verovatnu patogenost. Ispitanike su sacinjavali 1476 osoba obolelih
od D/EE, 4453 obolelih od GGE i 5331 obolelih od NSFE. Velika razlika u selekciji pacijenata, osim
ukljucivanja i pacijenta sa D/EE se sastojala u tome $to ukljucivanje u studiju nije zahtevalo pozitivau
porodi¢nu anamnezu na epilepsiju. Posledi¢no, svega 9% obolelih od D/EE, 12% obolelih od GGE i
5% obolelih od NSFE je imalo prvostepene srodnike obolele od epilepsije. Rezultati su pokazali
znacajno optereéenje ultra retkim varijantama u genu SCN1A kod obolelih od D/EE, ali nisu pokazali
statisti¢ki znacajno opterecenje ni u jednom genu kod GGE 1 NSFE. Medu najviSe rangiranim genima
u NSFE su bili prethodno identifikovani geni za epilepsiju, LGI1 i GABRG2 kao i novoidentifikovani
TRIMS.

Posebno je interesantno $to je nadeno znacajno opterecenje patogenim missense varijantama
u genima koji reguliSu GABA-ergicku inhibiciju u sve tri grupe obolelih, Sto sugeriSe moguce
zajednicke epileptogenetske mehanizme.

Druga studija Epi25 kolaboracije je obuhvatila 13171 osoba obolelih od epilepsije (1782
osobe sa D/EE, 5048 osoba sa GGE i 6341 osoba sa NSFE) i 14100 kontrola (Epi25 Collaborative,
2021). U grupi D/EE identifikovano je zna¢ajno opterecenje u SCN1A i NEXMIF genima, a medu 10
prvorangiranih gena, ¢ak devet su bili geni ve¢ prethodno povezani sa nastankom epilepsije. Medu
obolelima od GGE i NSFE nijedan gen nije dostigao nivo statisticke zna¢ajnosti. Prvorangirani gen
po opterecenju ultra retkim varijantama u NSFE je bio DEPDCS5, a medu deset prvorangiranih su bila
jos§ Cetiri gena prethodno povezana sa nastankom epilepsije (GRIN2A, SCN1A, SCN8A i NPRL2).
Interesantan rezultat ove analize je bio saznanje da je znaajno veée optereCenje ultra retkim
varijantama u segmentima gena koji ne tolerisu varijante nadeno kod pacijenata sa D/EE u odnosu na
pacijente sa NSFE, $to je moguce objaSnjenje za varijabilnu tezinu fenotipa koja je povezana sa
varijantama u istim genima.
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1.6.3.3.3 Retke i Ceste varijante

Zasebno razmatranje retkih i Cestih varijanti u epilepsiji je posledica opisanih razlika u
metodoloskim pristupima neophodnim za njihovo otkrivanje. U realnosti, verovatno je Citav spektar
varijanti razli¢itih frekvencija i veli¢ina efekta ukljucen u kompleksan proces razvoja epilepti¢nog
fenotipa, pri ¢emu najveci izazov leZi u klini¢koj interpretaciji rezultata genetskih testiranja.

1.6.3.4 Obrasci nasledivanja i nenasledni genetski mehanizmi

U Sirokom fenotipskom spektru epilepsija identifikovana su oboljenja sa svim poznatim
obrascima nasledivanja. Fenotipski ¢iste monogenske epilepsije, kao $to je ranije spominjano, su
autozomno dominantna oboljenja sa ¢esto blazom klini¢kom slikom u odnosu na druge monogenske
epilepticke sindrome. Nasuprot njima, recesivne epilepsije su tipi¢no teski progresivni poremecaji
praceni drugim neurokognitivnim oStecenjima izvan epilepsije. TipiCan primer su progresivne
mioklonic¢ke epilepsije poput Unverricht-Lundborg-ove ili Lafora-ine bolesti. Sli¢nu fenotipsku
ekspresiju sa mioklonickom epilepsijom kao centralnim fenotipskim elementom imaju 1 druge
autozomno recesivne metabolicke bolesti, ali i mitohondrijske bolesti koje se mogu nasledivati
matroklino. X vezane epilepsije se mogu nasledivati dominantno, kada se ceS¢e javljaju kod
devojcica, poput CDLKS5 encefalopatije ili recesivno kada su ¢eScée kod decaka, poput ARX varijanti.

Veéina obolelih od GGE i NLFE nema obolelih srodnika ili nasledni obrazac ne odgovara
nijednom prethodno opisanom. Kod ovih pacijenta se najverovatnije radi o0 ranije pominjanom
kompleksnom obrascu nasledivanja koji podrazumeva istovremenu interakciju vise varijanti razlicite
veli¢ine efekta kao i sredinskih faktora, a poslednjih godina se sve viSe prepoznaje znacaj i
nenaslednih genetskih mehanizama u epilepsiji kao $to su de novo varijante i somatski mozaicizam.

1.6.3.4.1 De novo varijante u razvojnim i epilepti¢kim encefalopatijama

Najveci iskorak u razumevanju genetske arhitekture epilepsija je napravljen u razvojnim i
epileptickim encefalopatijama (ranije nazivanim epilepticke encefalopatije) 1 teskim epileptickim
sindromima detinjstva. Ove bolesti karakteriSe uzrasno zavisan pocetak bolesti ¢ija osovina je teska
refraktarna epilepsija, pra¢ena drugim progresivnim neurokognitivnim oS$tecenjima. Proboj u
razumevanju njihove patogeneze je napravljen otkricem da vecina dece obolele od Dravet sindroma
ima de novo varijante u SCN1A genu.

Primena WES kod trija proband-roditelji je omoguéila identifikaciju velikog broja de novo
varijanti od interesa. U jednoj ovako dizajniranoj studiji koja je ukljucila 264 tripleta dece sa West ili
Lennox Gastaut sindromom i njihovih roditelja, autori su nasli prose¢no 1,25 de novo varijantu po
tripletu, a 181 proband je bio nosilac barem jedne (Allen et al., 2013). Missense varijante su Cinile
72%, a PTV cak 7,5% svih SNV. U sli¢noj studiji obolelih od D/EE, de novo varijante su ¢inile ¢ak
75% svih patogenih ili verovatno patogenih varijanti (30/41) i bile su verovatna genetska osnova
bolesti kod ¢ak 33,7% kohorte (30/89) (K. L. Helbig et al., 2016).

Ovim se namece pitanje koji deo epileptogeneze sporadicnih Cestih epilepsija se moze
pripisati genetskim determinantama i koji bi bili fenotipski markeri ovih poremecaja, s obzirom na to
da porodi¢na anamneza ne bi sugerisala genetsku osnovu oboljenja.

1.6.3.4.2 Somatski mozaicizam

Somatski mozaicizam nastaje usled post-zigotne mutageneze i predstavlja posebnu vrstu de
novo varijanti koje nisu prisutne u svim ¢elijama organizma. Postoji nekoliko mehanizama pomocu
kojih je somatski mozaicizam ukljucen u patogenezu epilepsije.
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Prvo, kao $to je ve¢ prethodno spominjano, mozaicizam je vazan mehanizam u nastanku MCD
koje leze u osnovi Cestih fokalnih epilepsija. U studiji sa 158 sa MCD somatski mozaicizam je
detektovan kod trecine obolelih sa dokazanom varijantom (Jamuar et al., 2014). U FCD je pokazan
varijabilan stepen intralezionog mozaicizma u regulatorima mTOR signalnog puta koji moze, ali ne
mora biti udruzen sa gametskom mTOR varijantom kod istog pacijenta (Marsan and Baulac, 2018).

Potom, neke prividno de novo varijante kod dece sa D/EE mogu biti posledica roditeljskog
mozaicizma. U studiji sa 120 proband-roditelji tripleta sa de novo varijantom, roditeljski gonadalni
mozaicizam je utvrden kod 8,3% (96% CI 3,4-13,3) (Myers et al., 2018).

Na kraju, mozaicizam je pokazan kod 7,5% de novo varijanti u SCN1A genu i to kod obolelih
sa lakSom klinickom slikom, te su autori sugerisali da je ovo verovatno jedan od mehanizama kojim

bi se mogla objasniti velika klinicka heterogenost povezana sa varijantama u ovom genu (de Lange
etal., 2018).

1.6.3.5 Genotipsko-fenotipska heterogenost epilepsija

Klju¢ni faktor koji otezava pronalazak relevantnih gena i varijanti u patogenezi epilepsije je
to da geni ukljuceni u patogenezu epilepsije pokazuju veliku fenotipsku plejotropiju, kao i da je svaki
sindrom genetski heterogen.

Fenotipska heterogenost ispoljavanja varijanti u istom genu je prepoznata u mnogim
neuroloskim bolestima i objasnjava se razli¢itim tipom i lokacijom varijanti u okviru istog gena,
razli¢itim vremenom njenog nastanka, epigenetskim faktorima, kontrolnim genima, ali verovatno i
mnogim do sada neprepoznatim mehanizmima. Dobar primer su varijante u KCNQ2 genu. Varijante
koje dovode do haploinsuficijencije se manifestuju kao SeLNE, blagi neonatalni i samoograniceni
epilepticki sindrom (Biervert and Steinlein, 1999), dok se varijante sa dominantnim negativnim
efektom manifestuju kao EIDEE, teske infantilne epilepticke encefalopatije (Orhan et al., 2014).

Sli¢no vazi 1 za klinicki definisane epilepticke sindrome koji mogu nastati usled varijanti u
razli¢itim genima ili se mogu javiti sporadi¢no bez varijanti u do sada definisanim genima. Mozda
najbolji primer ovakve genotipske heterogenosti su monogenski sindromi fokalne epilepsije. Na
primer, SHE moze biti sporadi¢no oboljenje ili se moze javiti kao familijarna ADSHE usled varijanti
u genima za nikotinske receptore, CHRNA4, CHRNA2 i CHRNB?2, ili genima GATOR1 kompleksa,
ili genu za kalijumski kanal KCNTZ1, koji deli sa ve¢ pomenutom EIDEE (Nobili et al., 2014). Geni
GATOR1 kompleksa (DEPDC5, NPRL2 i NPRL3) su posebno interesantni jer su povezani sa
patogenezom prakti¢no svih opisanih sindroma monogenske FE (Baldassari et al., 2016). Sta vise,
klasi¢ni sindrom u kome su prvobitno opisani, FFEVF je sama po sebi heterogeno oboljenje ¢ija
karakteristika je razlicit klini¢ki fenotip kod ¢lanova iste familije (Klein et al., 2012).

Cinjenica da isti epilepti¢ki sindromi mogu biti uzrokovani varijantama u razli¢itim genima

ukazuje na kompleksnost kauzalnosti u patogenezi epilepsije. Kompleksni mehanizam kauzalnosti
genskih varijanti u nastanku epilepsije je prikazan na Slika 31.
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Slika 31 Evolucija cetiri razlicite etiologije u razvoju jednog fenotipa, Cetiri razlicite genske varijante mogu vremenom
dovesti do razvoja istog iktalnog generatora (linija 4), bilo direktno (puna prava linija), ili izmenom razvojnih obrazaca
(isprekidana linija), bilo nekim i dalje nerazjasnjenim mehanizmom (vijugava linija). Ispitivanje etiologije ranije tokom
epileptogeneze (linije 1, 2 ili 3) bi dalo utisak o razlicitim mehanizmima nastanka bolesti, dok bi njeno ispitivanje u
krajnjoj tacci evolucije (linija 4) dalo lazni utisak da se radi o jedinstvenom procesu. Adaptirano iz Engel, 2006.

1.6.4 Klinicke implikacije razumevanja genetike epilepsija

1.6.4.1 Prinos genetskoq testiranja

Prinos genetskog testiranja zavisi od epileptickog sindroma i odabranog testa. Postoji vise
modaliteta testiranja od kojih svaki ima svoje indikaciono podrucje, kao i1 prednosti 1 nedostatke
(Tabela 14). Novije metode su zahvaljujuéi brzini i pristupacnoj ceni omogucili vecu dostupnost
genetskog testiranja u poredenju sa klasi¢nim metodama poput sekvenciranja Sanger-ovim metodom.
Izazov danas lezi u pravilnoj klini¢koj interpretaciji dobijenih rezultata. Klinicki jasan ishod testiranja
dobijamo u slu¢aju identifikacija varijanti koje su prethodno ¢vrsto povezane sa nastankom oboljenja,
kao i potpunom odsustvo varijanti. Ipak, u realnosti, naj¢es¢i rezultat je veci broj varijanti ¢iji znacaj
nije prethodno utvrden i koje zahtevaju pazljivo interpretaciju. Klini¢ki znacaj varijanti zavisi od
poznatih fenotipsko-genotipskih korelacija, kao i osobina samih varijanti o kojima je ranije bilo re¢i,
poput njihove veli¢ine, funkcionalnog efekta 1 ucestalosti u opsStoj populaciji. Za brzu procenu
patogenosti missense varijanti razvijeno je vise softverskih algoritama za tzv. in silico predikciju.
Mnogi od njih su dostupni na internetu poput PolyPhen-2 (Adzhubei et al., 2013) i SIFT (Ng and
Henikoff, 2003).

SkoraSnja meta analiza prinosa razli¢itth metoda genetskog testiranja je pokazala prosec¢ni
prinos svih ispitivanih testova (CMA, sekvenciranje genskim panelima i sekvenciranje Citavog
egzoma ili genoma) od 17% (95% CI 15-20%) (Sheidley et al., 2022). Najvec¢i prinos imalo je
sekvenciranje celog genoma (eng. whole genome sequencing, WGS) (48%, 95% CI 28-70%), WES
(24%, 95% CI 18-30%), genskim panelom (19%, 95% CI 16-24%), a najmanji CMA (9%, 95% ClI
7-11%). Najveci prinos testiranja genskim panelom je pokazan u grupi obolelih od D/EE (22%, 95%
Cl 17-27%), a najmanji u grupi NSFE (7%, 95% CI 2-21%).
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Tabela 14 Dostupni testovi za klinicko testiranje pacijenta sa epilepsijom, adaptirano iz Poduri et al., 2014

Test Opseg Indikacija Prednosti Nedostaci

Kariotipizacija | Netargetirano Sumnja na Brzo i pristupacno Mala rezolucija,
aneuploidije i osetljiv samo za
hromozomske krupne strukturne
rearanzmane anomalije

CMA Targetirano i Neobjasnjena Simultani targetirani i | Moze da propusti

netargetirano epilepsija udruzena sa | netargetirani pristup; | ring hromozom,

neurokognitivnim daje informacije o osetljiv za CNV ne
komorbiditetima; homozigotiji kod i indele i SNV
sumnja na CNV kosangviniteta

MLPA Targetirano Sumnja na bolesti BrzZe i pristupacnije Osetljiv samo za
povezane sa CNV u od CMA CNV, neiza
poznatim genima indele i SNV

Sekvenciranje

Targetirano

Sumnja na bolest

Brze i pristupacnije

Moze da propusti

pojedinacnih povezanu sa taéno od panela CNV
gena odredenim genom
Genski paneli Polutargetirano | Sindromi povezani sa | Brze i pristupacnije Moze da propusti
vise gena ili sindromi | od sekvenciranja CNV
koji nisu ¢vrsto celog
povezani sa egzoma/genoma
pojedina¢nim genima
WES Netargetirano Sindromi bez Brze i pristupacnije Moze da propusti
specifi¢nih genskih od sekvenciranja CNV, puno
asocijacija celog genoma incidentalnih
nalaza, skupo,
pokrivenost nije
garantovana u
svim genima
WGS Netargetirano Sindromi bez Omogucava analizu | Puno incidentalnih
specifi¢nih genskih CNV nalaza, skupo
asocijacija

CMA — hromozomski mikroarej (eng. chromosomal microarray); CNV — varijanta broja ponovaka (eng. copy number variant);
MLPA - multiplom amplifikacijom probe zavisnom od ligacije (eng. multiplex ligation-dependent probe amplification); WES —
sekvenciranje celog egzoma (eng. whole exome sequencing); WGS — sekvenciranje celog genoma (eng. whole genome

sequencing); SNV — varijanta pojedina¢nih nukletida (eng. single nucleotide variant)

1.6.4.2 Prognostic¢ki znadaj genetske dijagnoze

Genetska dijagnoza omogucava klinicarima bolje predvidanje toka bolesti 1 povecava stepen
pozornosti u prepoznavanju komorbiditeta asociranih sa specificnom genetskom dijagnozom. U
nekim sindromima moze biti povezana sa loSijom prognozom. U studiji sa 133 deteta sa epileptickim
spazmima, oboleli sa genetskom dijagnozom su imali losiji kognitivni ishod u odnosu na decu sa
negativnim genetskim testiranjem (Yuskaitis et al., 2018b). Sli¢no je pokazano u studiji sa 333 deteta
obolela od D/EE gde su oni sa genetskom dijagnozom imali ve¢u verovatno¢u FRE (Ko et al., 2018).

Varijjante u brojim genima za epilepsiju su povezani sa povecanim rizikom od SUDEP, medu
kojima su DEPDC5, SCN1A, SCN8A, PRRT2. Nosioci varijanti u ovim genima mogu imati ¢este i
relativno blage NSFE, zbog ¢ega je vazno posebnu paznju posvetiti savetovanju o preventivnim
merama. U jednoj studiji autori su istakli da od Sest pacijenta sa FRE kod kojih je identifikovana
patogena varijanta, ¢ak Cetiri moze imati povecan rizik od SUDEP usled te genetske dijagnoze (Tsang
et al., 2019). Pronalazenje ovih varijanti daje dragocene informacije klini¢arima i utice na njihovu
odluku o informisanju pacijenata i porodica 0 SUDEP (Palmer et al., 2018; Shellhaas et al., 2017).
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1.6.4.3 Psiholoski znacaj dijagnoze za pacijente i porodice

Pravilno postavljanje genetske dijagnoze nudi velike benefite kako za obolelog tako i njegove
srodnike, pogotovu kada je re¢ o bolestima sa pocetkom u pedijatrijskom uzrastu. Njime se Cesto
moze izbe¢i prolongiranje skupog i ¢esto emocionalno bolnog procesa dijagnostickog ispitivanja.
Papuc i sar. su pokazali da kod pacijenata dolazi do znacajne redukcije u broju hospitalizacija nakon
postavljanja genetske dijagnoze, ¢ak i onda kada je ona imala manji stepen sigurnosti (Papuc et al.,
2019). Mnogi pacijenti i njihove porodice nose veliki osecaj krivice za svoju bolest zbog izlaganja
rizicnom ponasanju kojem se Cesto pripisuje prevelik znacaj u nastanku bolesti. Postavljanje genetske
dijagnoze je omogucilo porodicama olakSanje usled zavrSetka dijagnostickog procesa, doveo do
smanjenja osecaja krivice i omogucio pristup grupnoj psiholoskoj podr$ci namenjenoj obolelima od
specifi¢ne bolesti (Palmer et al., 2018). Za obolele i njihove porodice, postavljanje genetske dijagnoze
izmesta fokus sa traganja za uzrokom bolesti na bolje razumevanje oboljenja, ocekivanih
komorbiditeta i komplikacija, kao i reperkusija po pacijenta i njegovo potomstvo (Ellis et al., 2020c).

Shostak i sar. su istrazivali odnos prema genetskom testiranju kod 40 (22 obolelih i 18
zdravih) ¢lanova familija sa vise obolelih ¢lanova (Shostak et al., 2011). Samo tri ispitanika (od kojih
je jedan oboleo od epilepsije) su odgovorila da bi odbili genetsko testiranje kada bi im bilo ponudeno.
Vecina ispitanika je imala pozitivan stav prema testiranju navode¢i brojne benefite ukljucujuci
razumevanje uzroka bolesti u svojoj familiji, bolju sposobnost staranja o obolelima, smanjenje
osecaja krivice zbog oboljevanja, veéeg osecaja kontrole, i olakSanje anksioznosti u slucaju
negativnog testa kod zdravih osoba. Vecina je smatrala da bi genetska dijagnoza bila znacajna za
donosenje odluka o reprodukciji, ali je izrazila i strah od stigmatizacije i spoljasnjih pritisaka koji bi
uticali na njihove reproduktivne odluke.

Genetsko testiranje moZe dovesti 1 do negativnih emocija, poput osecaja krivice, anksioznosti,
frustracije ili osecaja izopStenosti (Rosell et al., 2016). S obzirom na to da su mnoge genetske bolesti
izuzetno retke, izvori informacija o njima su €esto skromni, a pristup drugim obolelim od iste bolesti
ogranicen. Kod velikog broja obolelih su rezultati testiranja negativni ili daju nesigurne rezultate, Sto
moze dovesti do razocaranja ili konfuzije.

1.6.4.4 Genetsko savetovanije

Genetsko savetovanje je zaduZzeno da vodi pacijenta i porodicu kroz proces genetske
dijagnostike i obezbedi resurse neophodne da osposobe pacijenta da donosi kompetentne informisane
odluke. Savetovanje pre genetskog testiranja sluzi da pomogne u odlu¢ivanju o testiranju i informise
0 njegovim moguc¢im ishodima, posledicama po prognozu ili terapiju, kao i moguénosc¢u otkrivanja
neoc¢ekivanih genetskih nalaza. Savetovanje posle testiranja je potrebno da obezbedi adekvatnu
psiholosku podrsku za prihvatanje i razumevanje genetske dijagnoze, kao i pomo¢ u proceni rizik od
rekurence (Poduri et al., 2014). Fokus genetskog savetovanja zavisi od toga da li se radi o oboleloj
osobi, zdravom srodniku ili osobi sa genetskim rizikom koja planira potomstvo.

Uprkos postojanju formalnih preporuka o genetskom savetovanju kod dece i odraslih obolelih
od teskih epileptickih sindroma udruzenih sa neurokognitivnim komorbiditetima (Devinsky et al.,
2015; Wilmshurst et al., 2015), dostupnost genetskog savetovanja je inkonzistentno i klini¢ari imaju
neujednacen odnos prema genetskom testiranju. Anketa sprovedena u SAD je pitala neurologe da i
bi uputili osamnaestogodiSnjaka sa 10 i1 prethodnim West sindromom pra¢enim Lennox Gastaut
sindromom na genetsko testiranje. Cak 80% degjih neurologa je odgovorilo pozitivno dok je svega
33% adultnih neurologa ucinilo isto (Ferraro et al., 2016). Ovakav raskorak ilustruje velike razlike u
dostupnosti genetskog savetovanja u razli¢itim populacijama i potrebu za boljom edukacijom
klini¢ara o potrebi za njegovim sprovodenjem.
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Postoji nekoliko klinickih scenarija u kojima je genetsko savetovanje posebno vazno koja ¢e
biti detaljnije razmotrena u narednim odeljcima.

1.6.4.4.1 Varijante nepoznatog znacaja

Varijante nepoznatog znacaja (eng. variants of unknown significants, VUS) su varijante ¢ija
patogenetska uloga u nastanku bolesti nije jasna i samim tim ¢ine poseban klinicki izazov. VUS nisu
retke i otkrivaju se kod priblizno 10% obolelih od epilepsije kod kojih je sprovedeno sekvenciranje
Citavog egzoma (K. L. Helbig et al., 2016). lako prema preporukama Americkog koledza za
medicinsku genetiku i genomiku VUS ne treba uzimati u obzir pri donoSenju klinickih odluka
(Richards et al., 2015), njihova identifikacija dovodi do velike anksioznosti kod pacijenata i
nedoumica kod klini¢ara sa malo iskustva u interpretaciji rezultata sekvenciranja. Genetsko
savetovanje u tom smislu igra vaznu ulogu u pripremanju pacijenta i porodice na takvu moguénost i
olakSava razumevanje njegovog znacaja.

Genetsko savetovanje 1 dopunsko testiranje kod srodnika moZe pomo¢i u utvrdivanju
patogenosti VUS. Testiranjem roditelja, ukoliko je moguce, se moze utvrditi da se radi o de novo
varijanti, koja verovatno ima klinickog znacaja. U slucaju familija sa viSe obolelih ¢lanova
testiranjem drugih ¢lanova se moze utvrditi kosegregacija VUS sa fenotipom i time potvrditi njena
patogenost (Richards et al., 2015).

1.6.4.4.2 Rizik od rekurencije

Jedan od najvaznijih zadataka genetskog savetovanja je da pomogne pacijentima i njihovim
porodicama da razumeju rizik od rekurencije bolesti kod dece i srodnika obolelih. Ranija istrazivanja
su pokazala da Cak tre¢ina obolelih od epilepsije ima manje dece nego Sto bi voleli usled straha od
preno$enja oboljenja i brige o sopstvenoj sposobnosti da brinu o deci. Sta vise, oboleli su proseéno
procenjivali da je rizik da njihovo dete oboli od epilepsije oko 26%, §to je 4 puta vece od procenjenog
rizika u populacionim studijama (Helbig et al., 2010). Zbog toga je genetsko savetovanje i
informisanje o realnom riziku od rekurencije od velikog znacaja.

U odnosu na rizik za oboljevanje od Cestih epilepsija u opstoj populaciji, koji se procenjuje
da je oko 1%, prvostepeni srodnici obolelih od GEE imaju 6-8 puta, a srodnici obolelih od NSFE 2-
3 puta veéi rizik od oboljevanja (Peljto et al., 2014). U slucaju utvrdenog dominantnog genetskog
uzro¢nika, rizik od oboljevanja kod prvostepenih srodnika moze biti i do 50% (redukovan za
inkompletnu penetrantnost). Poseban izazov predstavlja savetovanje roditelja dece sa utvrdenom de
novo varijantom. Naime, teorijski rizik za rekurenciju bolesti kod brace i sestara obolelih sa de novo
varijantama je < 1%. Medutim kod i do 10% pretpostavljenih de novo varijanta je pokazano da su
posledica gonadalnog mozaicizma roditelja koje nije moguce otkriti rutinskim testiranjem (Xu et al.,
2015). U ovom slucaju, rizik od rekurencije je nepoznat, a moze iznositi i do 50%, te je roditelje dece
sa de novo varijantama ipak potrebno savetovati da je rekurencija, iako retka, ipak moguca. U novije
vreme, utvrdivanje genetske dijagnoze kod roditelja ili deteta omogucava ciljano prenatalno genetsko
testiranje. Papuc i sar. su prijavili da je zahvaljujué¢i otkrivanju genetske dijagnoze kod obolelog
deteta ¢ak 19% porodica imalo benefita od ciljane prenatalne dijagnostike u narednim trudno¢ama
(Papuc et al., 2019).

1.6.4.4.3 Neocekivani nalazi

Pacijente i njihove porodice je neophodno informisati o moguénosti neocekivanih nalaza koji
proizilaze iz sekvenciranja ¢itavog genoma ili egzoma. Americki koledZ za medicinsku genetiku je
izdvojio 59 gena za koje preporucuje prijavljivanje varijanti koje su verovatno ili mogucée patogene,
medu kojima su geni ukljueni u patogenezu malignih bolesti, geni za recesivne metabolicke
poremecaje, neurokutane sindrome i mnoge druge (Kalia et al., 2017). Procenjuje se da ¢e oko 3%
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testiranih imati klinicki znacajne rezultate sekvenciranja ¢itavog egzoma, izvan onih ocekivanih za
indikaciju zbog koje su testirani (Dorschner et al., 2013). Pacijente i njihove porodice je neophodno
informisati o ovim nalazima i uputiti na dalje pracenje od strane lekara odgovarajuce specijalnosti.

Posebno su znacajni rezultati laznog oCinstva koji mogu proiste¢i iz sekvenciranja kod
proband-roditelji tripleta. O informisanju o takvim rezultatima je neophodno razgovarati pre testiranja
I obezbediti pristanak od strane pacijenata (Weber et al., 2017).

1.6.4.5 Precizna medicina u epilepsijama

Epilepsija se tradicionalno le¢i po principu jedna velicina pristaje svima zbog ¢ega uspesnost
u njenom leCenju stagnira poslednjih nekoliko decenija, uprkos razvoju velikog broja novih
terapijskih moguénosti razli¢itih mehanizma dejstva. Medutim, pomak u razumevanju molekularnih
mehanizama epileptogeneze koji je donela genomicka revolucija je otvorio vrata koncipiranju
precizne medicine. Ovaj termin je prvi put upotrebio Jan 2002. kojim je podrazumevao terapiju
vodenu molekularnim mehanizmom bolesti (Jain, 2002).

Precizna medicina se naj¢es$ée odnosi na ciljanu mehanizmom vodenu terapiju, medutim, ona
se moze odnositi i na predikciju toka bolesti pomocu koje se mogu navoditi terapijske odluke, kao i
izbor izmedu farmakoloske i hirurske terapije.

1.6.4.5.1 Ciljana mehanizmom vodena terapija

Specifi¢ne bioloske karakteristike epilepsije, kao i brza ekspanzija genskog otkri¢a su navele
neke autore da sugeriSu da je epilepsija posle malignih bolesti najbolji kandidat za razvoj ciljane,
mehanizmom vodene, terapije. Postojanje velikog broja laboratorijskih modela omogucava lak i brz
razvoj ciljane terapije prema genetskom defektu zbog toga $to je neuronalnu ekscitabilnost, koja u
velikoj meri definiSe fenotip u epilepsiji, lako ispitati 1 kvantifikovati u laboratorijskim modelima. To
omogucava brzu i jeftinu procenu efikasnosti novih molekula (EpiPM Consortium, 2015). Na ovaj
nacin, epilepsija omogucava ne samo razvoj novih ve¢ 1 mehanizmom vodenu prenamenu postojecih
molekula.

Ciljana terapija moZe biti upravljena prema razli¢itim metama u procesu patogeneze usled
genskog defekta. 1z prakti¢nih razloga, Byrne i sar. su predloZili stratifikaciju ciljane terapije u Sest
nivoa (Slika 32) od kojih su neki ve¢ uveliko deo klini¢ke prakse, dok su drugi i dalje samo teorijski
koncepti (Byrne et al., 2021). Danas je u upotrebi veci broj molekula koji su svojim mehanizmom
direktno upravljeni na disfunkciju proteinskog produkta nastalog kao rezultat genske varijante
(Tabela 15). Njihova klinicka efikasnost, sa izuzetkom everolimusa, nije dokazana u klini¢kim
studijama ve¢ se oslanja na manje serije ili prikaze slucaja, ali je veci broj studija u toku.

71



Slika 32 Nivoi ciljane mehanizmom vodene terapije, adaptirano iz Byrne et al., 2021

Terapija usmerena prema
genima i epileptogenoj
mreZi u cilju

reverzije fenotipa.

Bez primera

Terapija genskom zamenom - zamena
gena. Nema primera iz klinic¢ke prakse

Genska ili mRNK terapija - direcktna modifikacija
gena ili mehanizma koji reguliSe sintezu proteina.
Nema primera iz klini¢ke prakse

Terapija koja je direktno ciljana prema genskoj disfunkeiji.

Npr. upotreba everolimusa u terapiji tuberozne skleroze,
upotreba blokatora natrijumskih kanala kod natrijumskih

kanalopatija, B6 kod varijanti u ALDH7A1 genu

Prepoznavanje odgovora na specifi¢ne antiepilepti¢ke lekove u odredenom

2 epileptickom sindromu bez razumevanja jasnog mehanizma. Npr. upotreba

karbamazepina kod varijanti u PRRT2 genu

Prepoznavanje odgovora na specifi¢ne antiepileptitke lekove u odredenom
epilepti¢kom fenotipu. Npr. upotreba steroida kod infantilnih spazama, valproata

Medutim, uprkos inicijalnom optimizmu, revolucionarni pomak koji je viden u dijagnostici
genetskih epilepsije nije bio pracen terapijskim uspehom. Balstrini i sar. su analizirali efekat precizne
medicine kod 293 pacijenata sa genetskom dijagnozom epilepsije. Ova studija je pokazala da iako je
racionalno ciljano le€enje bilo moguce kod 19% pacijenata, takav pristup je bio sproveden kod svega
11%, a dao je klinicki znacajno poboljsanje bolesti kod 3% pacijenata (Balestrini et al., 2021). Autori
su medu uzrocima retkog uvodenja ciljane terapije istakli nedostupnost specificnih lekova koji postoji
usled prepisivackih restrikcija u nekim zemljama kao §to je u slu¢aju everolimusa koji je efikasan u
mTORopatijama.

Tabela 15 Ciljana terapija upravljena prema disfunkciji proteinskog produkta

pocetak bolesti)
Nav1.2 LOF (kasni
pocetak bolesti)

Gen Fenotip Mehanizam Potencijalna ciljana terapija
SCN1A DS GEFS+, MTLE Nav1.1LOF u Aktivator Nayv1.1 iz paukovog
inhibitornim otrova! (animalne studije DS)
interneuronima
Izbegavati blokatore Nay1.1
poput CBZ, OXC, PHT, LTG?
SCN2A SeLNIE, EIDEE Nav1.2 GOF (rani Supraterapijske doze PHT

(kod epilepsije ranog
pocetka)?

Izbegavati blokatore Na
kanala (kod epilepsije kasnog
pocetka)*
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SCNB8A EIDEE/ Nav1.6 GOF PHT®
SeLIE, PKD Selektivni Nay1.6 blokator
XEN901°
NaV1s modulator GS458967’
KCNQ2 EIDEE/ Kv7.2 LOF koja dovodi | CBZ, OXC, PHT?®®
SeLNE do Nay GOF Retigabin XEN496°
KCNT1 ADSHE/EIDEE/ Knal.1 GOF Kinidin (samo kod EIDEE i
EIMFS EIMFS)!112
KCNA2 EIDEE Kv1.2 GOF ili LOF 4-Aminopiridin (samo GOF
varijante)®
TSC1 TSC Hiperaktivnost mTOR Everolimus'
/TSC2 singnalnog puta Vigabatrin®® 16
DEPDC5/ FFEVF, ADSHE, Hiperaktivnost mTOR Everolimus 1" 18
NPRL2/ FMTLE singnalnog puta
NPRL3
SLC2A1 GGE, PKD GLUTL1 deficijencija Ketogena dijeta’®
Modifikovana Atkins dijeta
GRIN2A/GRIN2B ADRESD/LKS/ GOF GIuN2A i GIuN2B | Memantin (samo GOF
D/EE-SWAS ili LOF GIuN2A varijante)2%:2t
L-serin (samo LOF
varijante)?
PCDH19 EIDEE Smanjena Ganaksolon?®
neurosteroidna
ekspresija
ALDH7A1 EPD Inaktivacija piridoksal Piridoksin?*
fosfata

DS — Dravet sindrom, GEFS+ — genetska epilepsija sa febrilnim napadima plus (eng. genetic epilepsy with febrile seizures plus),
FMTLE - familijarna meziotemporalna epilepsija (eng. familial mesial temporal lobe epielpsy), SeLNIE — samoograni¢ena
neonatalna/infantilna epilepsija (eng. selflimited neonatal infantile epilepsy), EIDEE — rana infantilna razvojna/epilepticka

encefalopatija (eng. early infantile developmental epileptic encephalopathy), SeLIE — samoograni¢ena infantilna epilepsija (eng.
selflimited infantile epilepsy), PKD — paroksizmalne kineziogenediskinezije; SeLNE — samoograni¢ena neonatalna epilepsija (eng.
selflimited neonatal epilepsy), ADSHE — autozomno dominantna hipermotorna epilepsija povezana sa spavanjem (eng. autosomal
dominant sleep-related hypermotor epilepsy), EIMFS — infantilna epilepsija sa migriraju¢im fokalnim napadima (eng. epilepsy of
infancy with migrating focal seizures), TSC — kompleks tuberozne skleroze (eng. tuberous sclerosis complex), FFEVF —
familijarna fokalna epilepsija sa varijabilnim fokusima (eng. familial focal epilepsy with variable foci), GGE — genetska
generalizovana epilepsija; ADRESD — autozomno dominantna rolandic¢ka epilepsija sa dispraksijom govora (eng. autosomal
dominant rolandic epilepsy with speeck dyspraxia), LKS — Landau-Kleffner sindrom, D/EE-SWAS — razvojna i/ili epilepticka
enecefalopatija sa $iljak talas aktivno$¢u u spavanju (eng. developmental and/or epileptic encephalopathy with spike-wave
activation in sleep), EPD — epilepsija zavisna od piridoksina (eng. pyridoxine dependant epilepsy), LOF — gubitak funkcije (eng.
loss of function), CBZ — karbamazepin (eng. carbamazepine), OXC — okskarbazepin (eng. oxcarbazepine); PHT — fenitoin (eng.
phenitoin), LTG — lamotrigin; 1 Richards et al., 2018, 2 Shi et al., 2016, 3Wolff et al., 2017, 4 Sanders et al., 2018, 5 Boerma et
al., 2016, 6 Bialer et al., 2018, 7 Baker et al., 2018, 8 Pisano et al., 2015, 9 Sands et al., 2016, 10 “Xenon Pharmaceuticals,” 2022,
11 Bearden et al., 2014, 12 McTague et al., 2018, 13 Hedrich et al., 2021, 14 French et al., 2016, 15 Schubert-Bast et al., 2019, 16
Jozwiak et al., 2019, 17 Yonsei University, 2021, 18 Leitner et al., 2022, 19 Klepper et al., 2004, 20 Pierson et al., 2014, 21
Platzer et al., 2017, 22 Krey et al., 2022, 23Sullivan et al., 2023, 24 van Karnebeek et al., 2016

1.6.4.5.2 Procena rizika od recidiva napada

Jedan od najvecih klini¢kih izazova u radu sa pacijentima sa epileptickim napadima je
pravilna procena rizika od recidiva napada, a samim tim i adekvatnosti postavljanja dijagnoze
epilepsije posle prvog neprovociranog epileptickog napada. Jedna od mogucih strategija je upotreba
poligenetskih skorova rizika (PSR). PSR su aditivni modeli za procenu rizika od bolesti koji su
zasnovani na analizi SNP izolovanih u GWAS (Khera et al., 2018). Speed i sar. su zakljucili da modeli
zasnovani na PSR mogu objasniti i do 10% predispozicije za recidive napada, $to bi u kontekstu
drugih klini¢kih podataka moglo da pomogne u identifikovanju onih pacijenata koji bi imali najveci
benefit od uvodenja terapije nakon prvog napada (Speed et al., 2014).
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1.6.4.5.3 Selekcija pacijenata za hirursko lecenje epilepsije

Mnogi pacijenti sa genetski determinisanom fokalnom epilepsijom imaju FRE i po svojim
klinickim karakteristikama se ne razlikuju od drugih pacijenata koji se razmatraju kao kandidati za
hirursko lec¢enje epilepsije. Ipak, vrlo malo je poznato o ishodu hirurSkog lecenja kod ovih pacijenata.
Medu njima mnogi imaju NLFE koja zahteva invazivnu prehirurS8ku evaluaciju uprkos kojoj imaju
znatno losiji ocekivani uspeh u kontroli epileptickih napada (Moon et al., 2016).

Stevelink i sar. su obavili sistematski pregled literature o hirurS§kim ishodima kod pacijenta sa
FRE povezanom sa patogenim genskim varijantama (Stevelink et al., 2018). Vecina analiziranih
studija su bile prikazi slucaja ili manjih serija. Analiza je obuhvatila ukupno 82 pacijenata koji su
klasifikovani prema funkciji gena sa patogenom varijantom. Medu obolelima od epilepsije udruzene
sa varijantama u jonskim kanalima ili proteinima uklju¢enim u sinapticku transmisiju je svega 14%
(2/14) operisanih bilo BN posle operacije. Medu obolelima sa SCN1A patogenim varijantama (8
pacijenta), nijedan nije bio BN posle operacije, ¢ak ni oni sa vidljivim lezijama na preoperativnom
MR mozga, medu kojima su bila dva pacijenta sa HS i dva sa FCD. Interesantno je da su jedina dva
operisana pacijenta koji su bili BN u ovoj grupi bili nosioci patogenih varijanti u SCN1B genu. Sa
druge strane, medu operisanim pacijentima sa patogenim varijantama u regulatorima mTOR
signalnog uputa i pacijentima sa drugim genetski determinisanim oboljenjima udruzenim sa
epilepsijom poput neurofibromatoze tipl, mikrodelecionih sindroma, sindroma fragilnog X ili
mitohondrijskih bolesti, je uspeSnost hirurS§kog lec¢enja bila priblizno jednaka onoj koja se ocekuje
kod obolelih od sporadi¢ne FE (58% BN medu mTORopatijama i 63% BN u grupi ostalih genskih
sindroma). Uspesnost operativnog leéenja medu NLFE je bila sli¢na onoj kod sporadi¢ne FE i
znacajno manja u odnosu na pacijente sa vidljivom EL (33% vs. 66% operisanih BN).

lako se radi o analizi malog broja pacijenata, ovi rezultati upuéuju na nekoliko vaznih
zakljucaka. Prvi je da je moguce da patogene varijante u genima koji kodiraju jonske kanale
(pogotovu SCN1A) ili molekule uklju¢ene u sinapticku transmisiju dovode do globalnog poremecaja
neuralne transmisije te je malo verovatno da ograni¢ena resekcija moze dovesti do potpune kontrole
bolesti, ¢ak 1 kod pacijenata sa MR vidljivom. Izuzetak izgleda ¢ine patogene varijante u SCN1B
genu. Autori su predlozili moguce objasnjenje za ovaj fenomen. Naime, Scnlb knockout misevi imaju
poremecaj neuronalne proliferacije 1 migracije u hipokampusu $to prethodi poremecaju
ekscitabilnosti (Brackenbury et al., 2013). Ovo sugeriSe da patogene varijante u SCN1B mogu
direktno dovesti do nastanka EL koje dovode do epilepsije, dok je u kod defekta u drugim genima iz
ove grupe EL verovatno posledica sekundarne epileptogeneze i odrazava samo dao kompleksne
etiologije bolesti. Drugi je da oboleli od mTORopatija verovatno imaju epilepsiju povezanu za
fokalnom izmenom kortikalne ekscitabilnosti zbog cega je bolest moguce uspesno leciti hirurgijom.
Germinativne varijante u mTOR genima verovatno nisu dovoljne za nastanak bolesti i moguce je da
kod njih epileptogeneza zahteva drugi udarac (eng. second hit), kao $to je na primer somatsku,
varijantu u okviru same lezije. Zbog toga moguce je da bi u buduénosti skrining hirurskih kandidata
za varijante u navedenim genima mogao da ima veliki znacaj pri opredeljivanju za operativno leCenje.

Novije studije su definisale nov patohistoloski entitet — blagu malformaciju kortikalnog
razvoja sa oligodendroglijalnom hiperplazijom (eng. mild malformation of cortical development with
olygodendroglial hyperplasia in epilepsy, MOGHE) povezanu sa somatskim varijantama u SLC35A2
genu (Sim et al., 2018). U nekim studijama ovakve promene su zastupljene kod priblizno 20%
pacijenata sa NLFE ili onom sa blagim malformacijama kortikalnog razvoja koji su negativni na
varijante u genima uklju¢ene u mTOR signalni put (Sim et al., 2018). Ove varijante kao biohemijsku
posledicu imaju poremecaj N-glikozilacije usled redukovanog vezivanja galaktoze za N-acetil-
glukozamin (Barba et al., 2023). Operativni ishod kod ovih pacijenata je slican kao kod drugih
pacijenata sa malformacijama kortikalnog razvoja ali je moguce da suplementacija D-galaktozom
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moze uticati na operativni ishod (Aledo-Serrano et al., 2023), a u perspektivi mozda ¢ak i omoguciti
izbegavanje operativnog lecenja.

1.7 Rezime

Iz svega navedenog je jasno da je etiologija fokalne epilepsije najvazniji prediktor klinickog
toka bolesti, odgovora na antiepilepticku terapiju, kao i ishoda njenog hirurskog leCenja, ali je za
pacijente bez poznatog steCenog kauzalnog ¢inioca ona Cesto nedovoljno razjasnjena. Moderno
shvatanje etioloSke paradigme nestecene fokalne epilepsije uzima u obzir medusoban odnos vise
etioloskih cinilaca koji zdruzeno determiniSu nacin ispoljavanja bolesti, kao 1 njen odgovor na
razliCite terapijske modalitete. Medu njima, verovatno centralno mesto zauzimaju genetske
determinante koje direktno ili posredstvom strukturnih poremecaja do kojih dovode, definiSu nove
klinicke kategorije pacijenata koje zahtevaju specifi¢an dijagnosticki i terapijski pristup. U tom
kontekstu je bolje razumevanje ucestalosti varijanti u specifiénim genima kao i genotipsko-
fenotipskih korelacija neophodan korak u definisanju dijagnosti¢kih strategija 1 formulaciji
holisti¢kog terapijskog pristupa pacijentima sa nesteCenom fokalnom epilepsijom i njihovim
porodicama.
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2 Ciljevi istrazivanja

1. Utvrditi ucestalost nesteCene i steGene fokalne epilepsije u grupi pacijenata ispitivanih u
centru za epilepsiju zdravstvene ustanove tercijernog nivoa;

2. Utvrditi ucestalost pozitivne porodi¢ne anamneze na epilepsiju, jedan spontani epilepticki
napad ili febrilne napade medu pacijentima sa nesteCenom 1 ste¢enom fokalnom epilepsijom;

3. Utvrditi klini¢ke 1 radioloske karakteristike bolesnika sa neste¢enom 1 ste¢enom fokalnom
epilepsijom;

4. Utvrditi klinicke i1 radioloSke karakteristike bolesnika sa nesteCenom fokalnom epilepsijom
ito sa i bez pozitivne porodi¢ne anamneze;

5. Utvrditi ucestalost ultra-retkih varijanti u najéeS¢im genima povezanim sa nastankom FE
(DEPDC5, NPRL2, NPRL3, SCN1A, LGI1, GRIN2A i PCDH19), u ispitivanoj grupi pacijenata sa
nestecenom fokalnom epilepsijom

6. Utvrditi klinicke, radioloske 1 elektroencefalografske karakteristike nosilaca varijanti u
selektovanim genima.
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3 Materijali i metode

3.1 Pacijenti

U studiju su ukljuceni konsekutivni pacijenti ispitivani u Centru za epilepsije i poremecaje
spavanja, Klinike za neurologiju, Univerzitetskog klinickog centra Srbije u periodu od 01. aprila
2008. do 01. novembra 2019. godine. U ovom periodu je u ispitano 1354 pacijenta koji su upuceni
zbog:

1. Diferencijalne dijagnoze paroksizmalnih dogadaja
2. Odredivanje sindromske dijagnoze epilepsije
3. Prehirurske evaluacije

Rezultati dijagnosticke obrade su retrospektivno analizirani. Dijagnosti¢ki protokol se
sastojao od detaljne epileptoloske anamneze, somatskog i neuroloskog pregleda, kontinuiranog
video-EEG telemetrijskog monitoringa (VEM) u trajanju od barem 96 h, MR mozga po
epileptolo§kom protokolu i neuropsiholoskog testiranja. Epileptoloska anamneza je uzimana pomocu
semistruktuisanog upitnika od strane lekara na obuci uz nadzor neurologa usko specijalizovanog iz
oblasti epileptologije. Porodi¢na anamneza o epilepsiji, febrilnim ili jednom spontanom epilepti¢kom
napadu je, prema preporuci, uzeta od najstarijeg Zenskog srodnika, kada god je to bilo moguce
(Thomas and Berkovic, 2014). Kod pacijenata kod kojih nije snimljen dovoljan broj habitualnih
napada, VEM je ponovljen. U situacijama u kojima rezultati VEM, MR mozga i neuropsiholoskog
testiranja nisu bili dovoljni za donoSenje definitivne odluke o lobarnoj dijagnozi i daljem terapijskom
postupku ucinjena je dopunska dijagnostika, U vidu funkcionalnog neuroimidzinga nekom od metoda
nuklearne medicine sto je podrazumevalo:

1. Interiktalnu PET uz primenu fluorodeoksiglukoze (FDG) obelezene radioaktivnim
fluorom F*8;

2. lkalnu emisionu tomografiju pojedinacnim fotonima (eng. single photon emission
computed tomography, SPECT) uz primenu heksametil-propilen-amin oksima
(HMPAO) obelezenog radioaktivnim tehnecijumom Tc%™,

Rezultati dijagnosticke obrade su sagledani u okviru Epileptoloskog konzilijuma koji se
sastojao od viSe neurologa uze specijalizovanih iz oblasti epileptologije i neurofiziologije,
neurohirurga, neuropsihologa, specijaliste nuklearne medicine, patologa i psihijatra. U okviru
Konzilijuma je doneta definitivna dijagnoza epilepsije ili drugih paroksizmalnih dogadaja kad god je
to bilo moguce. Kod pacijenata sa dijagnozom epilepsije odredena je dijagnoza tipa epilepsije (GE,
FE, KGFE ili NE) prema novoj ILAE Klasifikacije epilepsija iz 2017. godine (Scheffer et al., 2017).
Pacijenti dijagnostikovani pre 2017. godine su naknadno reklasifikovani u odgovarajuc¢u grupu od
strane dva nezavisna ispitiva¢a (MK 1 NV). Konflikti u klasifikaciji su razreSeni konsenzusom izmedu
ispitivaca. U slucajevima u kojima nije bilo moguce posti¢i konsenzus o dijagnozi, pacijenti su
klasifikovani prema stavu seniorskog ispitivaca (NV).

Kod pacijenata kod kojih je postavljena dijagnoza FE je doneta dijagnoza lobarnog sindroma,
kao i dijagnoza verovatne strukturne etiologije prema radioloSkom nalazu kod pacijenata sa
registrovanom EL ili drugim radioloskim nalazom koji upucuje na dijagnozu povezanu sa
epilepsijom, kada god je to bilo moguce. Postavljanje lobarne dijagnoze je vrSeno kroz tri jasno
definisana koraka:

1. Analiza anamneze, anamnestickog opisa habitualnih napada i video zapisa
registrovanih napada u cilju definisanja klinickog sindroma;

2. Analiza iktalnog/interiktalnog nalaza i korelacija sa prethodno formulisanom
klinickom hipotezom u cilju definisanja elektro-klinickog sindroma;
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3. Analiza neuroradioloskih nalaza 1 korelacija sa prethodno formulisanom elektro-
klinickom hipotezom u cilju definisanja lobarne dijagnoze.

Sinteza lokalizacionih podataka iz svakog navedenog izvora je vrSena poStujuci tzv. princip
podudarnosti. U situacijama u kojima su klinicka, neurofizioloSka i radioloska lokalizacija bili
konkordantni postavljana je dijagnoza jednog od lobarnih sindroma:

Epilepsija temporalnog reznja (eng. temporal lobe epilepsy, TLE);

Epilepsija frontalnog reznja (eng. frontal lobe epilepsy, FLE);

Epilepsija posteriornog kvadranta (eng. posterior quadrant epilepsy, PQE);
Epilepsija insularnog reznja (eng. insular lobe epilepsy, ILE);

Epilepsija temporalnog reznja plus (eng. temporal lobe plus epilepsy, TLE+).

arONE

U situacijama u kojima su postojali diskordantni lokalizacioni podaci, postavljana je dijagoza
neutvrdene lobarne dijagnoze. U situacijama u kojima su svi lokalizacioni podaci diskordantni,
konacna dijagnoza je bazirana na klini¢ko elektroencefalografskim korelacijama. U slu¢ajevima kada
su postojale atipi¢nosti ili $irok i nespecifican klinicki ili elektroencefalografski nalaz ispitivanje je
dopunjeno funkcionalnim tehnikama nuklearne medicine. Pacijenti sa FLE, PQE, ILE i TLE+ su
zajedno Cinili grupu pacijenata sa ekstratemporalnom epilepsijom (eng. extratemporal lobe epilepsy,
ETLE)

Potom je doneta odluka o daljem lecenju u smislu nastavka farmakoterapije, upucivanja na
resektivno hirur§ko le¢enje ili implantaciju stimulatora nervusa vagusa (eng. vagus nerve stimulator,
VNS).

Kriterijumi za uklju€enje u studiju su bili:

1. Sprovedeno ispitivanje koje omoguéava postavljanje konacne dijagnoze koji je
obuhvatao VEM uz strukturni neuroimidzing (CT ili MR)

2. Dijagnoza FE koja zadovoljava kriterijume ILAE klasifikacije epilepsija iz 2017.
godine (Scheffer et al., 2017)

3. Ucinjena MR mozga prema epileptoloskom protokolu koji ¢e biti detaljno objasnjen
u daljem tekstu (3.2.2)

Kriterijumi za isklju€enje iz studije su bili:

1. Dijagnoza neepileptickih paroksizmalnih dogadaja bez dijagnoze komorbidne
epilepsije
a. Pacijenti koji su imali komorbiditet epilepsije i drugih paroksizmalnih
dogadaja nisu bili iskljuceni i1z studije pod uslovom da su zadovoljeni
Kriterijumi za postavljanje dijagnoze FE
2. Dijagnoza simptomatskih epilepti¢kih napada
3. Dijagnoza GE, KGFE ili NE

Detaljan algoritam za selekciju pacijenata je prikazan na Slika 33
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* 1354 pacijenata ispitana u Centru za epilepsije,
Klinike za neurologiju, Univerzitetskog klinickog
centra Srbije u periodu od 01.04.2008. do 01.11.2019.

108 pacijenata sa PNEN

32 pacijenta sa sinkopom

76 pacijenata sa drugim paroksizmalnim
dogadajima

2 pacijenta sa simptomatskim napadima
28 pacijenta sa nepotpunim ispitivanjem

epilepsijom

» 1108 pacijenata sa

76 pacijenata sa generalizovanom
epilepsijom

64 pacijenta sa neklasifikovanom ili
kombinovanom epilepsijom

3 pacijenta sa fokalnom epilepsijom bez
uc¢injenog MR mozga po epileptoloskom
protokolu

epilepsijom

* 965 pacijenata sa fokalnom

716 pacijenata sa
steceneom fokalnom
epilepsijom (SFE)

249 pacijenata sa
neste¢enom fokalnom
epilepsijom (NSFE)

Slika 33 Algoritam za selekciju pacijenata, PNEN — psihogeni neepilepticki napadi

MR mozga kao i neuroradioloski izvestaji 965 pacijenata sa FE uklju¢enih u studiju su
klasifikovani u grupu NSFE ili grupu SFE prema protokolu navedenom u daljem tekstu (Poglavlje

3.2.2).

Medu preostalim pacijentima sa NSFE su identifikovani pacijenti sa pozitivhom porodi¢nom
anamnezom na epilepsiju, jedan spontani epilepticki napad ili febrilne napade medu srodnicima do
I11 stepena srodstva (prose¢no 12,5% genetske konkordantnosti (“Third degree relative,” n.d.)).

3.2 Dijagnosticke procedure

3.2.1 Dugotrajni video-EEG telemetrijski monitoring

Video-EEG monitoring kod ispitanika je obavljen u standardnom trajanju od 96h (od
ponedeljka do petka iste nedelje). Kod pacijenta kod kojih nije snimljen svaki tip napada u dovoljnom

broju radi donosenja definitivnog zaklju¢ak, VEM je ponovljen.
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Prednja temporalna
elektroda (T2)

Slika 34 Pozicija elektroda po Medunarodnom 10-20 sistemu uz prikljucenu prednju temporalnu elektrodu (desna
polovina poglavine)

Kalajne elektrode su rasporedene prema Medunarodnom 10-20 sistemu uz upotrebu dodatnih,
prednje-temporalnih elektroda (T1, T2) 10-10 sistema Slika 34 (Klem et al., 1999, p. 10; Liders and
Noachtar, 2000). Elektrode su zalepljene za poglavinu primenom kolodijuma i ubaene u
Sezdesetcetvorokanalno pojacalo Viasys Nicolet sistema (Nicolet c64 pojacalo) koje ima analogno-
digitalni konverter od 22 bita i DC offset toleranciju £220 mV. Stopa uzorkovanja (eng. sampling
rate) tokom akvizicije EEG signala je bila 256 Hz. Senzitivnost je standardno podesena na 70uV/mm,
gornji filter na 70 Hz, donji filter na 1,6 Hz i filter za artefakte frekvence iz strujne mreze (eng. notch
filter) na 50 Hz. Signal je sa poja¢ala prenosen na akviziocionu stanicu (CPU Intel® Pentium Core 2
duo 2,1 GHz, 2GB RAM, OS — Microsoft® Windows® XP Professional).

3.2.1.1 Redukcija ili obustava antiepileptickih lekova

Antiepilepticki lekovi su redukovani ili obustavljeni u cilju povecanja prinosa napada tokom
monitoringa. Protokol za redukciju ili obustavu terapije je definisan prema habitualnoj ucestalost
napada:

1. Kod pacijenata sa viSe od tri napada nedeljno terapije je prepolovljena prvog dana
monitoring 1 dalje redukovana do potpune obustave cetvrtog dana ukoliko nisu
registrovani napadi;

2. Kod pacijenata sa manje od tri napada nedeljno, ali ve¢a od jednom mesecno terapija
je prepolovljena prvog dana monitoringa i potpuno isklju¢ena drugog dana, ukoliko
nisu registrovani napadi;

3. Kod pacijenata sa manje od jednog napada mesecno terapije je prepolovljena dan pre
ulaska u jedinicu za VEM u bolnic¢kim uslovima, a prvog dana monitoring je potpuno
obustavljena;

4. Kod pacijenata kod kojih je ucestalost napada manja od jednom u dva meseca terapija
je potpuno obustavljena pre ulaska u jedinicu za VEM u bolni¢kim uslovima.

U slucaju pojave klastera napada primenjena je intramuskularna injekcija Smg midazolama
pra¢ena brzom intravenskom infuzijom midazolama 15mg ili diazepama 10mg u fizioloskom rastvoru
tokom 10min ili 30min. U slucaju pojave epileptickog statusa primenjena je antistatusna terapija
prema preporukama (Brophy et al., 2012).
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3.2.1.2 Klini¢ke karakteristike napada

Pacijentima je data instrukcija da epilepticku auru obeleze pritiskom na predvideno dugme
koje se nalazilo uz pojacalo koje je pacijent nosio oko pojasa. Klini¢ki pocetak napada je oznacen
kao vreme pritiskanja dugmeta koje oznacava pocetak aure ili prvi vidljivi klinic¢ki znak koji sigurno
pripada epilepticCkom napadu, a ne normalnom ponasanju pacijenta. Za svaki napad je zabelezeno
vreme nastanka. Napadi su klasifikovani na osnovu Liders-ove semioloske klasifikacije napada
(Luders et al., 1998) koja je u upotrebi u naSem centru. Napadi kod pacijenata u ugnjezdenoj genetskoj
studiji su naknadno reklasifikovani da bi se uskladili sa terminologijom nove ILAE Kklasifikacije
napada (Fisher et al., 2017).

3.2.1.3 Interiktalni i iktalni EEG

Digitalni EEG zapis je analiziran vizuelnom inspekcijom od strane sertifikovanog
elektroencefalografera (MK, NV, AR) na kompjuterskom monitoru. Analiza zapisa je vrSena bez
prethodnog znanja o lokalizaciji epileptogene lezije. Morfologija, distribucija i lokalizacija
interiktalne aktivnosti kao i svake aktivnost u okviru iktalnog zapisa je analizirana u longitudinalnog
bipolarnoj montazi (tzv. dvostrukoj banani) sa umetnutim prednjim temporalnim (T1/T2)
elektrodama 1 verifikovana u barem jednoj referentnoj montazi ili bipolarnoj transverzalnoj ili
cirkumferencijalnoj (tzv. eng. hat band) montazi. Klasifikacija patoloske aktivnosti je vrSena prema
Liders-ovoj klasifikaciji EEG obrazaca (Luders and Noachtar, 2000).

Finalni zakljucak o lokalizaciji interiktalnog ili iktalnog EEG je razmatran od strane barem
jos jednog sertifikovanog elektroencefalografera u okviru Epileptoloskog konzilijuma i definitivna
klasifikacija je doneta na osnovu konsenzusa. Kada konsenzus nije bilo moguce postiéi, napadi su
klasifikovani prema odluci seniorskog elektoencefalografera (NV).

3.2.2 Magnetna rezonanca mozga

Magnetna rezonanca (MR) mozga je obavljena na dva aparata snage magnetnog polja 1,5 T
(Avanto Simens od 2008. do 2011. godine i Achieva Phillips od 2011. do 2019. godine) po protokolu
za fokalne epilepsije (Elger and von Oertzen, 2004) koji je podrazumevao:

1. Trodimenzionalnu T1 volumetrijsku akviziciju;

2. Standardnu T1 akviziciju u sagitalnoj ravni sa debljinom preseka od 5 mm;

3. Akvizicijuu T2 i FLAIR (eng. fluid attenuated inversion recovery) sekvencama u koronarnoj

ravni sa debljinom preseka od 3 mm u regiji od interesa (aproksimativno polovina mozga);

Akviziciju u T2 i FLAIR sekvenci i u aksijalnoj ravni sa debljinom preseka od 5 mm;

Akvizicija u T2* GRE (eng. gradient echo image) u aksijalnoj ravni sa debljinom preseka od

5 mm;

6. Akvizicijau T1 IR (eng. inversion recovery) u koronarnoj ravni sa debljinom preseka od 5
mm.

ok~
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Slika 35 Orijentacija uzduzne osovine temporalnog reznja (Hip) i osovine koja spaja anteriornu i posteriornu komisuru
(AC-PC osovina), preuzeto uz odobrenje iz Vojvodié, 2012

U zavisnosti od postavljene elektro-klinicke dijagnoze kod pacijenta je radena MR mozga po
protokolu za temporalnu epilepsiju, sa presecima u parakoronarnoj, odnosno paraaksijalnoj ravni,
(ortogonalno, odnosno paralelno u odnosu na uzduznu osovinu temporalnog reznja) ili protokolu za
ekstratemporalnu epilepsiju, sa presecima u koronarnoj, odnosno aksijalnoj ravni (ortogonalno,
odnosno paralelno sa osovinom koju grade prednje i zadnja mozdana komisura) sa tankim presecima
u regiji od interesa.

Snimci su pregledani i opisani od strane neuroradiologa edukovanog u polju epileptologije.
Potom su snimci reevaluirani od strane ¢lanova EpileptoloSkog konzilijuma, kada je donet konacan
zakljucak o etioloskoj dijagnozi kao i lobarnoj dijagnozi. Pacijenti sa nelezionim 1,5 T MR snimkom
su upuceni na ponovni MR mozga sa trodimenzionalnom (3D) FLAIR sekvencijom na aparatu od 3
T (Skyra, Simens).

Snimci su za potrebe studije reevaluirani od stane dva nezavisna ispitiva¢a (MK i NE) koji su
vrsili klasifikaciju neuroradioloski postavljene etioloske dijagnoze u jednu od sledecih kategorija:

Neleziona epilepsija;

HS;

FCD;

Druge kongenitalne malformacije:
Kolpocefalija sa ili bez agenezije corpus-callosum-a
Hemimegalencefalija;
Polimikrogirija;
Heterotopija sive mase;
Kongenitalni hidrocefalus;
Hamartomi;

Kortikalni tuberi;
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Tumori;

Glioze nakon mozdanog udara, traume, infekcije ili prethodne operacije;
Autoimuna epilepsija;

Vaskularne malformacije;

N o

Potom su za potrebe statisticke analize pacijenti prema etioloskoj dijagnozi grupisani u
sledeée grupe:

1. Neleziona fokalna epilepsija (NLFE);

2. HS;

3. Kongenitalna i perinatalna etiologija (KPE), u koje su ukljuceni pacijenti sa FCD, oni
sa drugim kongenitalnim malformacijama, kao i pacijenti sa gliozom usled potvrdene
hipoksi¢ko-ishemijske encefalopatije (HIE);

4. Stecene fokalne epilepsije U koje su ukljuceni pacijenti sa tumorima, gliozom izuzev
one koja je nastala kao sekvela potvrdene HIE, autoimunom epilepsijom i vaskularnim
malformacijama.

Pacijenti sa nelezionom epilepsijom, HS i kongenitalnom etiologijom su zajedno ¢inili grupu
nestecenih fokalnih epilepsija (NSFE) koja je konstituisala ciljnu, dok je grupa pacijenata sa ste¢enom
fokalnom epilepsijom (SFE) konstituisala kontrolnu grupu.

3.2.3 Funkcionalne tehnike nuklearne medicine

Funkcionalna ispitivanja su sprovedena u cilju odredivanja lobarne dijagnoze i lokalizovanja
epileptogene zone i nisu ukljucena u statisticku obradu u okviru ove studije. Nalazi su posebno
analizirani kod pacijenta ukljucenih u Ugnjezdenu molekularno-geneticku analizu i prikazani kod
individualnih nosilaca genetskih varijanti u okviru prikaza slu¢aja.

Interiktalni FDG-PET mozga je sprovoden u jutarnjim ¢asovima na PET skener aparatu
Nuklearne medicine Poliklinike Univerzitetskog klinickog centra Srbije, od strane iskusnog
specijaliste nuklearne medicine. Pacijenti su instruisani da prethodnog dana nakon 18h ne
konzumiraju hranu sa koncentrovanim $ec¢erom.

Iktalni SPECT je je sprovoden od strane iskusnog neurologa specijalizovanog u oblasti
epileptologije. Injekcija radiofarmaka je sprovodena po registrovanju prvih klinickih 1/ili
elektroencefalografskih znakova napada. Tehnicki uspesna injekcija je smatrana ona u Kkojoj je
injekcija primenjena tokom prvih 10s od iktalnog pocetka. Potom je pacijent snimam pomoc¢u gama
kamere Nuklearne medicine Poliklinike Univerzitetskog klini¢kog centra Srbije, od strane iskusnog
specijaliste nuklearne medicine. PSECT snimak je ponovljen u interiktalnim uslovima kod istog
pacijenta potom je izvrSena suptrakcija snimaka i superpozicija na MR snimak visoke rezolucije u
okviru tzv. SISCOM (eng. subtraction ictal spect co-registered to magnetic resonance imaging).

Rezultati funkcionalnih metoda nuklearne medicine su analizirani od stane iskusnog
specijaliste nuklearne medicine koji je edukovan u oblasti epileptologije i koji nije bio prethodno
informisan o rezultatima drugih ispitivanja u cilju izbegavanja pristrasnosti pri evaluaciji snimaka.

3.3 Ugnjezdena molekularno-genetic¢ka studija
3.3.1 Selekcija pacijenata za ugnjezdenu genetsku studiju
Pacijenti sa klinickom sumnjom na genetsku fokalnu epilepsiju su selektovani za

sekvenciranja pet gena (DEPDCS5, LGI1, SCN1A, GRIN2A i PCHD19) najcesc¢e ukljucenih u
etiopatogenezu NSFE (Epi4K consortium and EPGP, 2017), kojima su pridruzena i dva (NPRL2 i
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NPRL3) gena koja zajedno sa najéesc¢e zastupljenim genom u NSFE (DEPDC5) kodiraju proteine
GATORI1 kompleksa uklju¢enog u mTOR molekularni put (Ricos et al., 2016).

Selekcija pacijenata za testiranje je bila bazirana na visokoj klinickoj sumnji na genetsku
fokalnu epilepsiju, $to je podrazumevalo obolele od NSFE koji imaju pozitivnu porodi¢nu anamnezu
na epilepsiju, jedan spontani epilepticki napad ili febrilne napade ili obolele od NLFE ¢ak i u odsustvu
pozitivne porodicne anamneze. Kako su prethodne studije pokazale povezanost varijanti u
selektovanim genima i epilepsije udruzene sa HS, FCD, PMG ili kortikalnom heterotopijom
(Baldassari et al., 2019a, p. 201; Baulac et al., 2015; Colosimo et al., 2007; Sim et al., 2016;
Weckhuysen et al., 2016) , pacijenti sa familijarnom bole$¢u i ovim lezijama su bili ukljuceni u dalju
analizu, dok su pacijenti sa drugim radioloski utvrdenim lezijama bili iskljuceni iz studije. S obzirom
na to da su brojne studije pokazale odsustvo oboljenja kod srodnika kod blizu 50% nosilaca odredenih
varijanti (Baldassari et al., 2019a), pacijenti sa nelezionom nesteCenom fokalnom epilepsijom su
ukljuceni u studiju i u odsustvu porodi¢ne anamneze. Pacijenti sa pocetkom bolesti posle navrsene
40. godine su bili iskljuceni iz studije, shodno prethodno ustanovljenom prediktivnom znacaju
porodi¢ne anamneze, starosti na pocetku bolesti i nelezione MR za genetsku osnovu bolesti (Ottman
et al., 1996b). Iz analize su iskljuceni i pacijenti sa umerenom ili teSkom 10 radi osiguravanja da
pacijenti sa nedijagnostikovanom prethodnom epileptickom encefalopatijom budu isklju¢eni. Shodno
tome su formulisani slede¢i kriterijumi:

Kriterijumi za uklju€enje u studiju

1. Dijagnoza NSFE i pozitivna porodicna anamneza na epilepsiju, epilepti¢ki napad ili
febrilne napade i
1. Uredna MR mozga ili
2. Nalaz HS, FCD, PMG ili kortikalne heterotopije ili
2. Dijagnoza NSFE i negativna porodi¢na anamneza i uredna MR mozga.

Kriterijumi za iskljucenje iz studije

1. SFE;

Nalaz kongenitalnih malformacija koje nisu prethodno povezane sa varijantama u
selektovanim genima;

Hipoksicko-ishemijska encefalopatija

Pocetak bolesti posle navrSene 40. godine

Umerena ili teSka 10;

Prethodno postavljena genetska dijagnoza.

N
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* 968 pacijenata sa fokalnom
epilepsijom

* 3 pacijenta bez MR mozga po
epileptoloskom protokolu

* 249 pacijenata sa steCenom
fokalnom epilepijom

+ 716 pacijenata sa neste¢enom fokalnom epilepsijom

« 10 pacijenata sa prethodnom genetskom
dijagnozom

* 16 pacijenata sa kongenitalnim
malformacijama nespojivim sa

— selektovanim genima

* 4 pacijenta sa hipoksickom ishemijskom
encefalopatijom

+ 8 pacijanata sa umerenom ili teSkom
intelektualnom onesposobljenoscu

* 678 pacijenata kojima je analizirana porodi¢na

anamneza
« 125 pacijenata sa + 553 pacijenta sa
famialijarnom sporadi¢nom fokalnom
fokalnom epilepsijom epilepsijom
* 5 preminulo | | = 311 pacijenata sa MR
* 34 nije kontaktibilno [ lezijom
* 21 odbio testiranje
.. N + 242 ijenata s
* 65 pacijenata sa familijarnom pacijenata sa
o nelezionom
fokalnom epilepsijom .
. . sporadi¢nom fokalnom
ukljuceno u studiju R
epilepsijom
Randomizacija

* 12 nije kontaktibilno
+ 8 odbilo testiranje

* 31 pacijent sa sporadi¢nom
nelezionom epilepsijom
uklju¢en u studiju

Slika 36 Algoritam za selekciju pacijenata za ugnjezdenu molekularno-genetic¢ku studiju

Pacijenti su potom kontaktirani telefonskim putem. Oni koji nisu bili kontaktibilni i oni koji
su odbili testiranje su iskljuceni iz dalje analize. Potom je selektovan reprezentativni uzorak

87



sporadi¢ne nelezione NSFE. Konstruisana je numericka lista pacijenata u ovoj grupi. Potom je
pomoc¢u randomizatora dostupnog na internetu, konstruisan redosled kojim ¢e pacijenti biti
kontaktirani. Medu njima, oni koji nisu bili kontaktabilni ili koji su odbili testiranje su iskljuceni iz
dalje analize. U kona¢nu studiju je ukljueno 96 pacijenata, 65 sa familijarnom NSFE i 31 sa
sporadi¢cnom nelezionom NSFE (Slika 36).

Pacijenti su prilikom posete za prikupljanje materijala potpisivali Informisani pristanak za
molekularno-geneticku analizu. Anamnesticki podaci, prikupljeni iz arhiviranih podataka, su
dopunjeni primenom semistruktuisanog upitnika o porodic¢noj, perinatalnoj i anamnezi o ranom
psihomotornom razvoju, pocetku bolesti 1 njenom toku, predilekciji prema klasterima napada ili
epileptickom statusu, faktorima koji precipitiraju pojavu napada, predisponiraju¢im faktorima za
nastanak epilepsije, upotrebi AEL kao i drugih formi le¢enja i njegovom ishodu.

3.3.2 Molekularno-geneticka dijagnostika

Za molekularko-geneticku analizu je kori§¢ena periferna krv koja je uzorkovana od strane
ispitivaca kod selektovanih pacijenata po pozivu. Uzimano je 5-10ml krvi u epruvetu sa natrijum-
citratom ili etilen-diaminom-tetraacetatom (EDTA). Uzorci su ¢uvani u zamrzivacu na temperaturi
od-20°C

3.3.2.1 lzolacija genomske DNK iz periferne krvi

DNK je izolovana metodom isoljavanja po Miller-u (Miller et al., 1988) kojom se dobija DNK
visokog kvaliteta. Ona podrazumeva visestepeni proces uz primenu razli¢itih puferskih smesa:

1. Uzorak krvi se pomesa sa puferom za lizu (0,32 M SAHAROZA, 10 mM TRIS HCI
pH 7,5, 1% TRITON x 100 i 5 mM MgClI2) u zapreminskom odnosu 1:1 i inkubira na
4 °C tokom 15 do 20 minuta;

2. Uzorak se potom centrifugira na 2000 rpm tokom 15 minuta, nakon Cega se
supernatant odbaci, a talog se resuspenduje u 5-10 ml fizioloskog pufera (0,075 M
NaCl i 0,025 M EDTA pH 8);

3. Uzorak se potom ponovo centrifugira na 2000 rpm tokom 15 minuta. Ispiranje u
fizioloSkom puferu se ponavlja nekoliko puta dok talog ne pobeli;

4. Potom nakon poslednjeg ispiranja se talog resuspenduje u 3 ml pufera A (10 mM TRIS
HCI pH 7.5, 400 ml NaCl i 2 mM EDTA), 50 ul 10% proteinaze K i 200 ul 10%
natgijum-dodecil-sulfata (eng. sodium dodecyl sulfate, SDS) i inkubira preko no¢i na
37°C;

5. Narednog dana se smesi doda 1 ml 6 M NaCl, potom se dobro promucka i centrifugira
na 3000 rpm tokom 15 minuta;

6. Supernatant se odlije u Cistu epruvetu i centrifugira na 4000 rpm tokom 15 minuta;

7. Supernatant se odlije u Cistu graduisanu epruvetu kojoj se doda izopropranol u
zapremnskom odnosu 1:1;

8. Pazljivim izvrtanjem epruvete se izdvaja belicasti kon¢i¢ DNK;

9. DNK se pokupi staklenim Stapi¢em i potapa u 70% rastvor etanola tokom 30 s;

10. DNK se osusi na vazduhu, a potom se rastvori u 300 pl redestilovane vode.

3.3.2.2 Qdredivanje koncentracije i kvaliteta genomske DNK

Koncentracija i kvalitet izolovane genomske DNK je vrSena fluorometrijom na aparatu
Qubit® 3.0 Fluorimeter uz upotrebu Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (ThermoFisher Scientific, SAD)
kita.
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Fluorometrija je zasnovana na detekciji fluorescencije spektra specificnog za molekul od
interesa (DNK, RNK ili protein). Fluorescentne boje emituju svetlost samo kada su vezane za molekul
od interesa. Koris¢enjem Qubit™ dsDNA HS Assay Kit kita meri se koncentracija iskljucivo
dvolan¢ane DNK i to u rasponu od 10 pg/ul do 100 ng/pul. Procedura se sprovodi u vise koraka:

1. Prvo se pripremaju razblazenja svih uzoraka u redestilovanoj vodi u zapreminskoj
razmeri 1:10;

2. Potom se priprema radni rastvor mesanjem 199 ul Qubit™ dsDNA HS pufera i 1 pl
fluorescentne boje (Qubit™ dsDNA HS Reagent) za svaki mereni uzorak ili standard;

3. U zasebne Qubit Assay tubice se potom sipa po 1 pul DNK rastvora ¢iju koncentraciju
odredujemo. U dve dodatne tubice se sipa po 10 ul QubitTM dsDNA HS Standarda
#1, odnosno Standarda #2;

4. Potom se u svaku tubicu doda 199 pl, odnosno 190 pl radnog rastvora, da bi ukupna

zapremina u svakoj tubici iznosila 200 pl;

Smese se vorteksuju i inkubiraju tokom 2 minuta na sobnoj temperaturi;

6. U poslednjem koraku se po podesavanju Qubit fluorometar na merenje koncentracije
dvolan¢ane DNK koris¢enjem dsDNA HS Assay kita ocitavaju koncentracije
standarda #1 i #2, a potom i DNK uzoraka.

o1

3.3.2.3 Sekvenciranje nove generacije panelom kreiranim po porudzbini

Primenjeno je sekvenciranje nove generacije, molekularno-geneti¢ka metoda koja omogucava
istovremeno sekvenciranje velikog broja DNK fragmenata tzv. masivno paralelno sekvenciranje u
kratkom vremenskom periodu. U nasoj studiji NGS je sproveden upotrebom posebno kreiranog
panela po porudzbini, AmpliSeq Custom DNA Panel (lllumina, SAD), koji sadrzi sve kodirajuce
regione sa grani¢nim intronskim sekvencama 7 selektovanih gena (DEPDC5, NPRL2, NPRL3,
SCN1A, LGI1, GRIN2A i PCDH19). Ima ukupno 222 amplikona (odnosno 112/110 amplikona po
pulu) idva pula prajmera (AmpliSeq Custom DNA Panel Pool 1 i Pool2), sa pokriveno$¢u >99% na
dubini ¢itanja 100x, Sto predstavlja sekvenciranje velike dubine. AmpliSeq Custom DNA Panel je
kreiran pomo¢u Illumina DesignStudio™ softvera za dizajniranje genskih panela.

Analizom ovog panela omogucena je detekcija SNV, kao 1 malih insercija, duplikacija i
delecija u ispitivanoj DNK.

Sprovodenje ove metode obuhvatalo je tri koraka:

1. Pripremu uzoraka i formiranje DNK biblioteke
2. Sekvenciranje pomoc¢u NGS platforme MiSeq (Illumina, SAD)
3. Analiza i interpretacija dobijenih rezultata

3.3.2.3.1 Priprema uzoraka i formiranje DNK biblioteke

Priprema DNK biblioteke podrazumeva viSestepeni proces za koji je korisS¢en AmpliSeq
Library PLUS (lllumina, SAD) kit po uputstvu proizvodaca (“Illumina Support Center,” n.d.).

Kao prvi korak u procesu sprovedena je priprema DNK uzoraka normalizacijom na
koncentraciju od 20 ng/ul u finalnoj zapremini od 5 pl Low TE.

Potom se formira DNK biblioteka fragmenata za grupe od po dva uzorka. U prvom koraku se
vr$i amplifikacija ciljanih regiona DNK uzorka pomocu lancane reakcije polimerizacije (eng.
polymerase chain reaciton, PCR), pri ¢emu se koriste pulovi prajmera (AmpliSeq Custom DNA Panel
Pooll i Pool2) da bi se izdvojile sekvence od interesa. Nakon amplifikacije, Pooll i Pool2 se sjedinuju
za svaki uzorak.
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Na dobijene fragmente se u PCR reakciji dalje dodaju sekvence indeksa (indeksi 1 (i7) i 2
(i5)) na oba kraja fragmenata. Indeksi su jedinstveni za svaki uzorak. Nakon toga, biblioteka se
precis¢ava i ponovo amplifikuje Cime se vrsi njeno obogacivanje.

Za validaciju, odnosno merenje koncentracije dobijene finalne biblioteke za svaki uzorak
kori$¢en je Qubit® 3.0 Fluorimeter i Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (ThermoFisher Scientific, SAD),
kao Sto je vec opisano (3.3.2.2). Nakon §to se izmeri koncentracije za svaki uzorak pojedinac¢no, oni

se razblaze na 2 nM. Potom se uzorci spajaju u jedinstveni pul tako $to se sjedinjuje po 10 pl svake 2
nM biblioteke.

3.3.2.3.1.1 Odredivanje prosecne duzine fragmenta

Radi preciznog odredivanja koncentracija finalne biblioteke pored merenja koncentracije
fluorometrijskom metodom, neophodno je odrediti i prosecnu duzinu fragmenata biblioteke, Sto je
vr$eno uz pomo¢ Agilent DNA High Sensitivity Assay kita na aparatu Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies, SAD). Pri radu se koristi High Sensitivity DNA ¢ip (Agilent Technologies, SAD) od
ukupno 16 bunarica (11 na koje se nanose uzorci, jedan na koji se nanosi marker za duzinu fragmenata
1 Cetiri na koje se nanosi samo smesa gela 1 boje), a rezultati se obraduju u softveru 2100 Expert v2.8
(Agilent Technologies, SAD). Oc¢ekivana distribucija fragmenata DNK je u opsegu veli¢ine od ~300
bp do ~1000 bp. Procedura se sastoji od nekoliko koraka:

1. Najpre se na ¢ip model nanese 350 ul redestilovane vode za ispiranje kapilara na
aparatu;

2. Potom se smesa 15 pl boje i 300 pul gela vorteksuje na 6000 rpm tokom 10 minuta;

3. Potom se ¢ip postavi u nosac za koji je zakacen Spric;

4. Nanese 9 ul smese boje i gela u bunari¢ oznacen simbolom ,,G*, nosa¢ Cipa se zaklopi
1 Spric spusti do sive zakocnice na nosacu. To ¢e posluziti kao potisak da se smeSa
ravnomerno rasporedi u ¢ipu;

5. Nakon toga, se otvori nosa¢ ¢ipa i nalije se 9 ul smese boje i gela u ostala tri bunarica
poslednjeg reda Cipa obelezenih sa ,,G*;

6. Potom se nanosi 5 pl High Sensitivity DNA markera u preostalih 12 bunari¢a, a onda
1 1 pl High Sensitivity DNA ledera u bunari¢ obeleZen simbolom ledera;

7. Najzad, nanose se uzorci u zapremini od 1pul u bunarie za uzorke i tako pripremljeni
¢ip se vorteksuje 1 minut na 2000 rpm;

8. Zato vreme se ¢ip model izvadi iz aparata da bi se kapilare osusile na vazduhu;

9. Na kompjuteru se pokrece softver 2100 Expert, i bira esej HS DNA assay i upisujemo
redom uzorke kako smo ih nanosili na €ip;

10. Na kraju se ¢ip sa uzorcima postavlja u aparat i pokrece esej.

Kada se dobiju podaci o koncentraciji biblioteke u ng/ul i prose¢noj duzini fragmenata u

baznim parovima pristupa se raCunanju finalne koncentracije biblioteke u nanomolima, pri ¢emu se
koristi slede¢a formula:

koncentracija biblioteke [%]

x 10% = koncentracija biblioteke [nM]

660 L x prosecna duzina biblioteke
mol

Potom se biblioteka razblazi u Resuspension puferu (Resuspension Buffer, Reagent Kit V3,
[llumina, SAD) do finalne koncentracije od 8 pM u volumenu od 600 pl. U postupku razblazivanja
DNK fragmenti se denaturisu u HiDi™ formamidu. Ovako pripremljena biblioteka se zatim nanosi
na kertridz za sekvenciranje (Illumina, SAD).

90



3.3.2.3.2 Reakcija sekvenciranja nove generacije

Sekvenciranje metodom NGS na Illumina platformi predstavlja sekvenciranje sintezom (eng.
Sequencing By Synthesis) koje je zasnovano na upotrebi fluorescentno obelezenih nukleotida. Analiza
je vrsena u aparatu Illumina MiSeq (Illumina, SAD), a fragmenti su sekvencirani u 250 ciklusa sa
oba kraja (eng. paired-end sequencing).

Reakcija sekvenciranja se odvija na povrsini tzv. protocne celije (engl. flow cell) na kojoj se
nalaze kovalentno vezani oligonukleotidi komplementarni sekvencama adaptera koji su tokom
formiranja DNK biblioteke dodati na krajeve svih DNK fragmenata. Po nanosenju DNK biblioteka
na proto¢nu ¢eliju, dolazi do komplementarnog sparivanja oligonukleotida, ¢cime se DNK fragmenti
vezuju za povrsinu proto¢ne Celije. Potom se vrsi klonalna simplifikacija fragmenata molekula DNK
u modifikovanom izotermalnom PCR-u Kkoji se naziva bridge-PCR (Adessi et al., 2000; Fedurco et
al., 2006) tokom koje se molekuli DNK savijaju i formiraju most sa susednim oligonukleotidom na
povrsini proto¢ne ¢elije. Ovim procesom se formira vise od 50 miliona pojedinacnih klastera od vise
od hiljadu kopija klonalno amplifikovanih DNK molekula na povrsini proto¢ne celije. Potom se
klasteri denaturisu radi obezbedivanja jednolan¢ane DNK matrice za koju ¢e se vezati prajmer za
sekvenciranje.

Tokom svakog ciklusa klonalno amplifikovani klasteri se izlazu DNK polimerazi i meSavini
od cetiri nukleotida od kojih je svaki obelezen jedinstvenom fluorescentnom bojom. Nukleotidi su
modifikovani na 3'-kraju grupom koja onemogucava nastavak procesa sinteze, tzv. reverzibilni
terminatori. Time se obezbeduje ugradnja samo jednog nukleotida u svakom ciklusu sekvenciranja.
Na kraju svakog ciklusa ocitava se fluorescentni signal za svaki nukleotid, a zatim se sa njega
odstranjuje fluorescentna boja i grupa za terminaciju. Na taj nacin rastuéi lanac se regeneriSe za
naredni ciklus dodavanja nukleotida

3.3.2.3.3 Analiza rezultata sekvenciranja

Analiza i interpretacija rezultata sekvenciranja je sprovedena prema preporukama Broad
Instituta, SAD (DePristo et al., 2011). Ovaj proces je podrazumevao tri koraka:

1. Predprocesiranje podataka, koje podrazumeva konverziju sirovih podataka dobijenih
sekvenciranjem u datoteke pogodne za analizu

2. Detekcija varijanti i filtriranje artefakata sekvenciranja

3. Dodatni koraci za filtriranje i ocenjivanje bioloskog i klinickog znacaja varijanti

3.3.2.3.3.1 Predprocesiranje podataka

Sekvenca ocitana pomocu sekvenatora (tzv. read files) je alajnovana sa hg38 referentnim
genomom pomoc¢u Burrows-Wheeler softvera za alajnovanje (eng. Burrows-Wheeler Alignment,
BWA) ¢ime je dobijena mapa alajnmenta sekvence (eng. Sequence Alignment/Map, SAM) (Li and
Durbin, 2009). Potom je ona konvertovana u binarnu mapu alajnmenta (eng. binary alignment/map,
BAM) na koju je primenjen Genome Analysis Toolkit (GATK) algoritam dobre prakse (eng. GATK-
best practice pipeline), u koji je ukljucena i rekalibracija baznog skora kvaliteta, realajnovanje indela
i obelezavanje duplikata (McKenna et al., 2010).

3.3.2.3.3.2 Detekcija varijanti

Detekcija varijanti je sprovedena pomoc¢u softvera za detekciju SNV i indela,
HaplotypeCaller-a (“HaplotypeCaller,” 2023) kojim je kohorta zajedni¢ki oznacena i genotipizirana.
Parametri tvrdog filtriranja 1 rekalibracija skora kvaliteta varijanti su takode sprovedeni po GATK
preporukama (Auwera and O’Connor, 2020; DePristo et al., 2011). Anotacija uzoraka je obavljena
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pomocu softvera za analizu, anotaciju i odredivanje prioriteta, Ensamble Variant Effect Predictor
(VEP) (McLaren et al., 2016) kao i GENCODE Human Release 35 (Frankish et al., 2019).

3.3.2.3.3.3 Dodatno filtriranje varijanti

Da bi odredili varijante od interesa (VOI), na dobijene varijante su potom primenjeni filteri
kvaliteta bazirani na GATK preporukama (“Hard-filtering germline short variants,” n.d.), $to
podrazumeva varijante koje su prosle bilo koje od slede¢ih ocena kvaliteta:

Rezultat FisherStrand testa <40;

StrandOddsRatio (SOR) <3;

RMSMappingQuality (MQ) >40
MappingQualityRankSumTest (MQRankSum) izmedu -5 i 5;
QualByDepth (QD) >2;

Rezultat ReadPosRankSumTest (ReadPosRankSum) >-4;
Dubina ¢itanja >3x.

Noook~owhE

Varijante su potom selektovane po procenjenoj patogenosti prema ucestalosti alela, efekta na
proteinsku i biolosku funkciju. To podrazumeva varijante koje su lokalizovane na bioloski
relevantnim transkriptima, tzv, MANE (eng. Matched Annotation from NCBI and EMBL-EBI) -select
transkriptima (Morales et al., 2022) (Tabela 16).

Tabela 16 MANE-select transkripti za gene u studiji

DEPDC5 | NM_001242896.3
NPRL2 NM_006545.5

NPRL3 NM_001077350.3
SCNIA NM_001165963.4
LGIL NM_005097.4

GRIN2A | NM_001134407.3
PCDH19 | NM_001184880.2

Varijante koje su procenjene kao $tetne su

1. Null varijante koje dovode do potpunog gubitka funkcije genskog produkta. Pod
njima se podrazumevaju frameshift i nonsense varijante, izuzev onih lociranih u
terminalnim regionima poslednjeg egzona ciji bioloski efekat nije moguce
predvideti. U ovu grupu su svrstane i SNV koje su po in silico predikciji ocenjene
kao splajsogene, sto znaci da dovode do komplikacija prilikom iskrajanja introna
(Tabela 17)

2. Missense SNV varijante koje su prema rezultatima in silico predikcije ocenjene
kao stetne (Tabela 17)

Tabela 17 Softver za in silico predikciju patogenosti SNV koriséen u nasoj studiji

In silico algoritam | Patoloski kriterijum | Referenca
Missense REVEL >0,5 loannidis et al., 2016
CADD >30 Rentzsch et al., 2019
MetaRNN D C.Lietal, 2022
Splice-site | SpliceAl >0,5 Jaganathan et al., 2019
SNV

SNV - varijanta pojedina¢nog nukleotida (eng. single nucleotide variant), REVEL — eng. Rare Exome
Variant Ensemble Learner, CADD — eng. Combined Annotation Dependent Depletion
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Varijante registrovane u ClinVar bazi (Landrum et al., 2018) kao patogene, verovatno
patogene, varijante nepoznatog znacaja (eng. variant of unknown significance, VUS) ili faktori rizika
su takode ukljucene u dalju analizu. Varijante koje su procenjene kao Stetne, a koje su dovodile do
nekonzervativne aminokiselinske supstitucije, odnosno promene iz jedne klase aminokiselina u
drugu, koje su locirane na poznatim proteinskim domenima su takode selektovane kao VOI.

3.3.2.3.3.4 Klasifikacija varijanti od interesa

Klini¢ki znacaj VOI je definisan prema preporukama Ameri¢kog koledza za medicinsku
genetiku i genomiku (eng. Amarican College of Medical Genetics and Genomics, ACMG) i
Udruzenja za molekularnu patologiju (eng. Association for Molecular Pathology, AMP) (ACMG-
AMP) (Richards et al., 2015). One podrazumevaju klasifikaciju od 5 nivoa:

Patogene varijante;

Verovatno patogene varijante;
Varijante nepoznatog znacaja (VUS);
Verovatno benigne varijante;
Benigne varijante.

AR

Samo prve dve kategorije se smatraju dijagnosticki znacajnim. Klasifikacija u jednu od
navedenih kategorija je bazirana na kombinaciji razli¢itih argumenata u prilog patogenosti (Tabela
18) i u prilog benignosti (Tabela 19) varijante. Pravila za kombinovanje kriterijuma su navedena u
Tabela 20

Tabela 18 Kriterijumi za klasifikaciju patogenih varijanti, adaptirano iz Richards et al., 2015

Kategorija Kriterijumi patogenosti varijante

dokaza
Vrlo snazan | PVS1 | Null varijanta
Snazan PS1 | Ista aminokiselinska supstitucija kao ve¢ ustanovljena patogena varijanta
PS2 | De novo varijanta sa potvrdenim maj¢instvom i o¢instvom kod pacijenta sa
negativnom porodi¢nom anamnezom
PS3 | Dobro koncipirane funkcionalne studije koje podrzavaju $tetni efekat na gen ili
genski produkt
PS4 | Prevalencija kod obolelih je znacajno veca u odnosu na kontrolne subjekte
Umereno PM1 | Locirana u mutacionoj vrucoj tacki i/ili klju¢nom funkcionalnom domenu u kome
snazan nema benignih varijanti

PM2 | Odsutna u populacionim bazama ili prisutna u vrlo niskom MAF

PM3 | Zarecesivna oboljenja detekcija varijante u trans poziciji u odnosu na drugu
patogenu varijantu

PM4 | Promene duzine proteina usled insercija/delecija bez promene okvira Citanja (eng.
in frame) u regionu bez ponovaka, ili varijante sa gubitkom stopa

PM5 | Nova missense promena u aminokiselinskom ostatku gde je ve¢ opisana missense
patogena varijanta

PM6 | De novo varijanta bez dokazanog majcinstva i o¢instva

Podrzavaju¢i | PP1 | Varijanta koja se segreguje sa bole$¢u kod vise ¢lanova porodice u genu koji je
ve¢ povezan sa boles¢u

PP2 | Missense varijanta u genu sa niskom stopom benignih missense varijanti i u kome
Su missense varijante ¢est mehanizam bolesti

PP3 | Visestruki in silico prediktori bazirani na razli¢itim aspektima patogenosti
predvidaju $tetnost varijante po funkcionalnost gena ili genskog produkta

PP4 | Fenotip visokospecifi¢an za monogensku bolest povezanu sa datim genom

PP5 | Pouzdan izvor prijavljuje varijantu kao patogenu, ali dokazi nisu dostupni za

nezavisnu evaluaciju
MAF — ucestalost retkog alela, eng. minor allele frequency
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Tabela 19 Kriterijumi za klasifikaciju benignih varijanti, adaptirano iz Richards et al., 2015

I;oaigggrua Kriterijumi benignosti varijante
Samostalni BAl | MAF >5% u GnomAD
BS1 | MAF veca od oéekivane za bolest
Opservirana kod zdravih osoba u homozigotnoj (za recesivne), heterozigotnoj
y BS2 . ; . . .
Snazan (za dominantne) i hemizigotnoj (za X vezane bolesti)
BS3 | Jasno ustanovljeno odsustvo funkcionalnog efekta u funkcionalnim studijama
BS4 | Odsustvo kosegregacije sa boles¢u kod ¢lanovima porodice
BP1 Missense varijante u genima u kojima je skracenje proteinskog produkta
primarni mehanizam patogenosti
Opservirana kao trans sa patogenom varijantom za gen sa potpunom
BP2 | penetrantnos$¢u ili opserviran kao cis u bilo kom obliku nasleda kod zdravih
osoba
BP3 Delecije i insercije bez izmene okvira Citanja u regionu ponovaka bez jasno
Podrzavajuci opisane funkcije
BP4 Visestruki in silico prediktori ukazuju na to da nema efekta na funkciju gena ili
genskog produkta
BP5 | Varijanta nadena kod pacijenta sa drugom genetskom dijagnozom
BP6 Prijav_ljena kao ber_1_igna od strane pouzdanog izvora, ali dokazi nisu dostupni za
nezavisnu evaluaciju
BP7 | Sinonimna varijanta bez splajsogenog efekta

MAF — ugestalost retkog alela, eng. minol allele frequency

Tabela 20 Klasifikacija zasnovana na kombinaciji kriterijuma Richards et al., 2015

Patogene varijante

1. Vrlo snazan (PVS1)i
a. > 1 snazan (PS1-PS4) ili
b. > 2 umereno snazna (PM1-PM6) ili
C. 1 umereno snazan (PM1-PM6) i 1 podrzavajuéi (PP1-
PP5) ili
d. >2 podrzavajuca (PP1-PP5)
> 2 snazna (PS1-PS4) ili
3. 1 snazan (PS1-PS4) i
a. >3 umerena (PM1-PMS6) ili
b. 2 umerena (PM1-PM6) i> 2 podrzavajuéa (PP1-PP5)
ili
C. 1 umereni (PM1-PM6) i >4 podrzavajuca

n

Verovatno patogene varijante

Vrlo snazan (PVS1) i 1 umereno snazan (PM1-PM®6) ili
1 snazan (PS1-PS4) i 1-2 umereo snazna (PM1-PM6) ili
1 snazan (PS1-PS4) i > 2 podrzavajuéa (PP1-PP5) ili

> 3 umerena (PM1-PM6) ili

2 umerena (PM1-PM6) i > 2 podrzavajuca (PP1-PP5) ili
1 umereni (PM1-PM6) i > 4 podrzavajuca

Benigne varijante

1 samostojeci (BA1) ili
> 2 Snazna (BS1-BS4)

Verovatno benigne varijnate

1 Snazan (BS1-BS4) i 1 podrzavaju¢i (BP1-BP7) ili
> 1 podrzavajuéa (BP1-BP7)

Varijante nepoznatog znacaja

Gore navedeni kriterijumi nisu zadovoljeni
Zadovoljeni kriterijumi i za benigne/verovatno benigne i
patogene/verovatno patogene

NEINEINEoO O RN
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3.4 Eticki aspekti istraZivanja

Nasa studija je dizajnirana kao retrospektivna studija preseka sa ugnjezdenom molekularno-
genetickom studijom. U njoj su retrospektivno analizirani arhivirani rezultati dijagnosticke obrade,
koja je obavljena u cilju diferencijalne dijagnoze prema drugim paroksizmalnim dogadajima,
dijagnoze epileptickog sindroma kao 1 prehirurS8ke evaluacije pacijenata sa fokalnom
farmakorezistentnom epilepsijom. Svim pacijentima je pre zapocinjanja ispitivanja ponudeno da
potpisu Informisani pristanak u kome je jasno istaknuto da ¢e prikupljeni rezultati biti arhivirani, da
¢e se na sacuvanim snimcima videti lice pacijenta, Sto ostavlja mogucnost naknadnog prepoznavanja
identiteta i da se dobijeni rezultati mogu koristiti jedino u nau¢no-istrazivacke i obrazovne svrhe, kao
i da mogu biti kontaktirani naknadno radi sprovodenja dopunske dijagnostike u klinicke ili
istrazivaCke svrhe. Posebno je istaknuto da nepristajanje na to da arhivirani podaci naknadno budu
analizirani i prikazivani, kao i na to da budu naknadno kontaktirani ne¢e imati nikakve posledice po
dalje ispitivanje i leCenje.

Pacijenti ukljuceni u ugnjezdenu molekularnu genetsku studiju su pri poseti za prikupljanje
materijala potpisivali Informisani pristanak za molekularno-geneticko testiranje. Pacijenti sa
dijagnosticki znacajnim nalazom testiranja su bili informisani o njegovom nalazu, dok je pacijentima
sa dokazanim benignim varijantama ili varijantama nepoznatog znacaja saopsteno da nisu nadeni
dijagnosticki znacajni nalazi, u skladu sa aktuelnim preporukama (Richards et al., 2015).

Istrazivadi su obavezani na apsolutnu zaStitu identiteta ispitanika, kao i na cuvanje
dokumentacije o ispitanicima u periodu od najmanje 10 godina od sprovedenog istrazivanja, u skladu
sa odlukom Eti¢kog komiteta, Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu, koji je dao saglasnost
za sprovodenje ovog istrazivanja.

3.5 Statisticka analiza

Statisti¢ke analize su sprovedene upotrebom IBM SPSS V26.0 softvera (SPSS Inc, Cikago,
Ilinois, SAD).

U analizi podataka su koris¢ene metode deskriptivne statistike i to apsolutni i relativni brojevi,
kao i mere centralne tendencije i disperzije.

Za odredivanje raspodele varijabli kori$¢en je Kolmogor-Smirnov test. Za statisti¢ku analizu
kontinuiranih varijabli normalne raspodele kori$¢en je Studentov t-test ili ANOVA sa post hoc
analizom (Bonferroni-eva korekcija), u zavisnosti od broja grupa pacijenata, dok su za kontinuirane
varijable bez normalne raspodele koris¢eni Mann-Whitney-ev test pri poredenju dve i Kruskal-
Wallisov test analize varijanse pri poredenju viSe grupa pacijenata.

U analiti¢koj evaluaciji nominalnih i ordinalnih varijabli koriséen je ¥ test, FiSerov test tacne
verovatnoc¢e U zavisnosti od dimenzija tablica kontigencije i broja oc¢ekivanih sluc¢ajeva u tablici.

Razlike u ispitivanim varijablama su smatrane statisti¢ki znac¢ajnim ukoliko je verovatnoca za
slu¢ajnu razliku izmedu empirijskih i teorijskih vrednosti manja od 5% (p<0,05), a statisticki
visokoznac€ajnim ukoliko je verovatnoce za slucajnu razliku izmedu empirijskih i teorijskih vrednosti
manja od 1% (p<0,01).
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4 Rezultati

4.1 Demografske, klini¢ke i radioloSke karakteristike ispitivane grupe pacijenata
4.1.1 Populacija pacijenti Centra za epilepsije i njihovi epilepticki sindromi

U Centru za epilepsije je u periodu od 01.04.2008. do 01.11.2019. godine ispitivano 1354
pacijenata. Medu njima 28 pacijenata je bilo nedovoljno ispitano za donosenje konacne dijagnoze,
dva pacijenta su imala simptomatske napade, a dijagnoza drugih paroksizmalnih dogadaja bez
dijagnoze epilepsije je postavljena kod 216 pacijenata (108 pacijenata sa PNEN, 32 pacijenta sa
sinkopom, i 76 pacijenata sa drugim paroksizmalnim dogadajima). Kod 1108 (81,3%) pacijenata je
postavljena dijagnoza epilepsije (Slika 37, Tabela 21).

m Fokalna epilepsija

m Generalizovana epilepsija
m Kombinovana generalizovana i fokalna epilepsija
Neklasifikovana epilepsija

Slika 37 Distribucija tipova epilepsije medu pacijentima Centra za epilepsije u periodu od 01.04.2008. do 01.11.2019.
(N =1108)

Tabela 21 Distribucija tipova epilepsije medu pacijentima Centra za epilepsije u periodu od 01.04.2008. do 01.11.2019.

Epilepticki sindrom N %
Fokalna epilepsija 968 87.4
Generalizovana epilepsija 76 6.9
Kombinovana generalizovana i fokalna epilepsija | 26 2.3
Neklasifikovana epilepsija 38 3.4
p 1108 100

4.1.2 Demografske karakteristike ispitivane grupe pacijenata sa fokalnom epilepsijom

U naSu studiju je uklju¢eno 965 (469 [48,6%] muskaraca i 496 [51,4%] Zena, Slika 38)
pacijenata sa dijagnozom fokalne epilepsije, Cija je medijana starosti bila 32 (interval 5-84) godine
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(Slika 39), a medijana starosti na poc¢etku bolesti 14 (interval 0-78) godina (Slika 40, Tabela 22).
Medijana trajanja bolesti je iznosila 16 (interval 0-61).

B Muskarci ®Zene

Slika 38 Polna distribucija ispitivane grupe pacijenata (N = 965)

Tabela 22 Starost na pocetku epilepsije u petogodisnjim intervalima u ispitivanoj grupi pacijenata

Pocetak

epilepsije | N % 2%
[godine]

0-4 179 18,5 18,5
5-9 144 14,9 33,5
10-14 169 17,5 51,0
15-19 138 14,3 65,3
20-24 101 10,5 75,8
25-29 80 8,3 84,0
30-34 45 4,7 88,7
35-39 43 4,5 93,2
40-44 25 2,6 95,8
45-49 12 1,2 97,0
50-54 13 1,3 98,3
55-59 8 0,8 99,2
60-64 4 04 99,6
65-69 0 0,0 99,6
70-74 2 0,2 99,8
75-79 2 0,2 100,0
p 965 100,0
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Uéestalost

Slika 39 Distribucija godina starosti u ispitivanoj grupi pacijenata sa fokalnom epilepsijom (N = 965)

Uéestalost

Slika 40 Distribucija starosti pacijenata na pocetku epilepsije u ispitivanoj grupi pacijenata sa fokalnom epilepsijom (N

= 965)
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4.1.3 Lobarni sindromi u ispitivanoj grupi pacijenata sa fokalnom epilepsijom

Lobarni sindrom nije bilo moguc¢e determinisati kod 310 (32,1%) pacijenata. Medu preostalim
pacijentima sa fokalnom epilepsijom, naj¢esca lobarna dijagnoza je bila TLE (Tabela 23, Slika 41).

Tabela 23 Distribucija lobarnih sindroma u ispitivanoj grupi pacijenata sa fokalnom epilepsijom

Lobarna dijangoza | N %
Neutvrdena 310 32,1
TLE 389 40,3
FLE 129 134
PQE 105 10,9
ILE 13 1,3
TLE+ 19 2,0

py 965 100,0

1% 2%

B Neutvrdena BTLE ®FLE ®mPQE m®mILE ®mTLE+

Slika 41 Distribucija lobarnih sindroma u ispitivanoj grupi pacijenata sa fokalnom epilepsijom (N = 965)
4.1.4 Radioloski definisana strukturna etiologije fokalne epilepsije u ispitivanoj grupi pacijenata

Prinos MR u definisanju etioloske dijagnoze je bio 66,0%. Najcesce detektovana lezija je bila
HS, potom FCD, glioza i tumori (Tabela 24, Slika 42).

Tabela 24 Distribucija etiologije kod pacijenata sa fokalnom epilepsijom u ispitivanoj grupi pacijenata

N %
Neleziona 329 | 34,1
HS 213 | 221
FCD 107 | 111
Glioza 103 | 10,7

Tumor LEAT 54 5,6

Gliom 17 1,7

Meningeom 5 0,5

Meningealna karcinomatoza | 1 0,1
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Nedefinisan tumor 10 1,0
Ukupno tumora 87 9,0
KM Hetereotopija sive mase 26 2,7
PMG 9 0,9
Hamartom hipotalamusa 6 0,6
TSC 6 0,6
Kongenitalni hidrocefalus 4 0,4
Cista horoidne fisure 3 0,3
Kolpocefalija 2 0,2
Dandy-Walker sindrom 1 0,1
Enkefalokela 1 0,1
Nedefinasana KM 5 0,5
Ukupno KM 63 6,5
VM 50 52
Autoimuna 13 1,3
3 965 | 100

HS — hipokampalna skleroza; FCD — fokalna kortikalna displazija (eng. focal
cortical dysplasia); LEAT — tumor povezan sa dugoro¢nom epilepsijom
(eng. long term epilepsy related); PMG — polimikrogirija; TSC — kompleks
tuberozne skleroze (eng. tuberous sclerosis complex); KM — kongenitalne
malformacije; VM — vaskularne malformacije

mNF mHS mFCD mGlioza mTumor mCM mVM mAIE

Slika 42 Distribucija strukturne etiologije kod pacijenata sa fokalnom epilepsijom u ispitivanoj grupi pacijenata; HS —
hipokampalna skleroza, FCD — fokalna kortikalna displazija (eng. focal cortical dysplasia), KM — kongenitalne
malformacije, VM — vaskularne malformacije, AIE — autoimuna epilepsija (N = 965)

4.1.5 Distribucija strukturne etiologije fokalne epilepsije kod pacijenata razlicite lobarne dijagnoze
fokalne epilepsije

Distribucija strukturne etiologije se znacajno razlikovala izmedu pacijenata sa razli¢itom
lobarnom dijagnozom (p<0,001). Najcesc¢a strukturna etiologija epilepsije kod pacijenata sa TLE je
bila HS, dok je kod FLE i PQE na prvom mestu bila FCD, potom glioza. Najcesc¢a lobarna dijagnoza
kod pacijenata sa nelezionom epilepsijom je bila TLE, ali je preko pola (55%) imalo neutvrdenu
lobarnu dijagnozu (Tabela 25, Slika 43).
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Tabela 25 Distribucija lobarne dijagnoze kod pacijenata razlicite strukturne etiologije fokalne epilepsije u ispitivanoj
grupi pacijenata (N = 965)

NLFE | HS FCD Glioza | Tumor | KM VM AIE >2)

NU N 181 16 6 40 14 35 10 8 310

% | 58,4 5,2 1,9 12,9 4.5 11,3 3,2 2,6 100,0
TLE N 75 183 38 16 44 7 23 3 389

% | 19,3 47,0 9.8 4,1 11,3 1,8 5.9 0,8 100,0
FLE N 43 0 32 25 13 6 9 1 129

% | 44,0 0,0 24,8 19,4 10,1 4,7 7,0 0,8 100,0
PQE N 24 0 24 21 16 14 5 1 105

% | 229 0,0 22.9 20,0 15,2 13,3 4.8 1,0 100,0
ILE N 1 0 7 1 0 1 3 0 13

% | 7,7 0,0 53,8 7,7 0,0 7,7 23,1 0,0 100,0

N 5 14 0 0 0 0 0 0 19
TLE+ % | 26,3 73,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0

NU — neutvrdena; TLE — epilepsija temporalnog reznja (eng. temporal lobe epilepsy); FLE — epilepsija frontalnog reznja (eng.
frontal lobe epilepsy); PQE — epilepsija posteriornog kvadranta (eng. posterior quadrant epilepsy); ILE — epilepsija insularnog
reznja (eng. insular lobe epilepsy); TLE+ — epilepsija temporalnog reznja plus (eng. temporal lobe epilepsy plus); NLFE —
neleziona fokalna epilepsija; HS — hipokampalna skleroza; FCD — fokalna kortikalna displazija (eng. focal cortical dysplasia);
KM - kongenitalna malgormacija; VM — vaskularna malformacija; AIE — autoimuna epilepsija

100% -
90% I
80%
70%

60%
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40%
30%
20%
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ILE TLE+
ENFE mHS mFCD mGlioza mTumor mCM mVM mAIE

Slika 43 Distribucija lobarne dijagnoze kod pacijenata razlicite strukturne etiologije fokalne epilepsije u ispitivanoj
grupi pacijenata; NU — neutvrdena,; TLE — epilepsija temporalnog reznja (eng. temporal lobe epilepsy); FLE —
epilepsija frontalnog reznja (eng. frontal lobe epilepsy); PQE — epilepsija posteriornog kvadranta (eng. posterior
quadrant epilepsy); ILE — epilepsija insularnog reznja (eng. insular lobe epilepsy); TLE+ — epilepsija temporalnog
reznja plus (eng. temporal lobe epilepsy plus); NLFE — neleziona fokalna epilepsija; FCD — fokalna kortikalna
displazija (eng. focal cortical dysplasia); HS — hipokampalna skleroza; KM — kongenitalna malgormacija; AIE —
autoimuna epilepsija; VM — vaskularna malformacija (N = 965)

4.1.6 Porodicna anamneza na epilepsiju i srodne poremecaje U ispitivanoj grupi pacijenata sa
fokalnom epilepsijom

Pozitivnu porodiénu anamnezu na epilepsiju, jedan spontani epilepti¢ki napad ili febrilne
napade je imalo 160 (16,6%) pacijenata. Pozitivnu porodi¢nu anamnezu na epilepsiju je imalo 136
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(14,1%) pacijenata, jedan spontani epilepticki napad 6 (0,6%) i febrilne napade 18 (1,9%) pacijenata
(Slika 44).

Tabela 26 Distribucija dijagnoza kod najblizeg obolelog srodnika (N = 965)

| stepen I1 stepen | 111l stepen

Stepen srodstva srodstva | srodstva | srodstva &
Epilepsija n 40 46 50 136

%N | 4,1 4,7 5,2 14,1
Jedan spontani n 4 1 1 6
epilepticki napad %N |04 0,1 0,1 0,6
Febrilni napad n 10 3 S 18

%N | 1,0 0,3 0,5 1,9
Sve dijagnoze n o4 50 56 160

%N | 5,6 5,2 5,8 16,6

Kada su posmatrani samo pacijenti sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom na epilepsiju,
najblizi oboleli srodnik je bio | stepena srodstva, kod 29,4%, Il stepena kod 33,8% i Ill stepena
srodstva kod 36,8% pacijenata (Tabela 26, Slika 45). Nije pronadena statisticki znacajna razlika u
ovoj distribuciji (p = 0,181).

2% 1%

83%

m Negativna ™ Epilepsija = Febrilni napad Epilepti¢ki napad

Slika 44 Distribucija porodicne anamneze medu pacijentima sa fokalnom epilepsijom (N = 965)
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Slika 45 Distribucija dijagnoza kod najblizeg obolelog srodnika medu pacijentima sa pozitivnom porodicnom
anamnezom na epilepsiju i srodne poremecaje, FN — febrilni napad, EN — jedan spontani epilepticki napad (N = 160)

Sto-devetnaest pacijenata je imalo samo jednog obolelog srodnika, medu kojima je kod 39
(32,8%) to bio srodnik | stepena srodstva, kod 32 (26,9%) 11 stepena srodstva i kod 48 (40,3%) tre¢eg
stepena srodstva. Trinaest (8,1%) pacijenata je imalo preko 2 obolela srodnika (Slika 46, Tabela 27).
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Slika 46 Distribucija stepena srodstva najblizeg obolelog srodnika prema broju obolelih srodnika medu pacijentima sa
pozitivnom porodicénom anamnezom na epilepsiju i srodne poremecéaje (N = 160)
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Tabela 27 Distribucija stepena srodstva najblizeg obolelog srodnika prema broju obolelih srodnika (N = 965)

Broj obolelih srodnika 1 2 3 4 5 7
n 39 9 1 2 2 1

I stepen srodstva AN 41 10 01 02 02 01
n 32 13 1 3 0 1

II stepen srodstva AN 33 14 01 03 0.0 01
n 48 6 2 0 0 0

III stepen srodstva AN 50 0.6 02 0.0 0.0 0.0

> n 119 28 4 5 2 2
%N 12,3 2,9 0,4 0,5 0,2 0,2

4.2 Klinicke i radioloske karakteristike pacijenata sa neste¢enom i stecenom fokalnom
epilepsijom

4.2.1 UCcestalost nestecene i stecene fokalne epilepsije u ispitivanoj grupi pacijenata

Kod ukupno 716 (74,2%) pacijenata je postavljena dijagnoza NSFE, dok je kod 249 (25,8%)
pacijenta postavljena dijagnoza SFE (Slika 47). Kada su poredeni pacijenti sa NSFE i SFE nije
detektovana statisticki znacajna razlika u polnoj distribuciji i starosti. Pacijenti sa NSFE su imali
statisticki zna€ajno raniji pocetak i duZe trajanje bolesti, kao 1 vecu ucestalost pozitivne porodi¢ne
anamneze u odnosu na pacijente sa SFE (Tabela 28).

Tabela 28 Demografske karakteristike pacijenata sa nestecenom i stecenom fokalnom epilepsijom

Svi pacijenti sa | Nestecena Stecena
fokalnom fokalna fokalna p
epilepsijom epilepsija epilepsija
N (%) 965 (100) 716 (74,2) 249 (25,8)
Pol [muski] N (%) 469 (48,6) 338 (47,2) 131 (52,6) 0,167
Starost [godine] x (interval) 32 (5-84) 32 (5-84) 32 (5-80) 0,927
Trajanje bolesti [godine] x (interval) | 16 (0-61) 17 (0-61) 11 (0-56) <0,001
Pocetak bolesti [godine] x (interval) | 14 (0-78) 13 (0-78) 18 (0-77) <0,001
Pozitivna porodi¢na | > . .. | 160 (16,6) 137 (19,1) 23(9,2) <0,001
anamneza N (%) poremecaji
Epilepsija 136 (14,1) 115 (16,1) 21 (8,4) 0,003
Lobarna dijagnoza NU 310 (32,1) 240 (33,5) 70 (28,1)
N (%) TLE 389 (40,3) 303 (42,6) 86 (34,0) <0,001
ETLE 266 (27,6) 171 (24,0) 95 (37,5)

Statisticki znacajna p vrednost je predstavljena bold slovoima; NU — neutvrdena; TLE — epilepsija temporalnog reznja (eng.
temporal lobe epilepsy); ETLE — ekstratemporalna epilepsija (eng. extratemporal lobe epilepsy)
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mNSFE ®SFE

Slika 47 Distribucija nestecene (NSFE) i stecene fokalne epilepsije (SFE) u ispitivanoj grupi pacijenata sa fokalnom
epilepsijom (N = 965)

Pacijenti sa pozitivnom porodi¢énom anamnezom na epilepsiju i srodne poremecaje su imali
raniji pocetak epilepsije u odnosu na one kod kojih je porodi¢na anamneza bila negativna u grupi
pacijenata sa NSFE, dok u grupi pacijenata sa SFE nije nadena statisticki znacajna razlika u starosti
na pocetku epilepsije u zavisnosti od porodi¢ne anamneze (Tabela 34). Svi oboleli od NSFE sa
pozitivnom porodi¢nom anamnezom Su oboleli do 39. godine zivota. Medu obolelima sa SFE i
pozitivnom porodi¢énom anamnezom jedan pacijent oboleo izmedu 40. i 44. godine, dok su svi ostali
oboleli do 39. godine (Tabela 29).
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Tabela 29 Pocetak epilepsije u petogodisnjim intervalima kod NSFE i SFE sa pozitivnom i negativiom porodicnom anamnezom

Nestecena fokalna epilepsija StecCena fokalna epilepsija

Pocetak Porodi¢na anamneza Ukupno Porodi¢na anamneza Ukupno
[god.] Pozitivha Negativna Pozitivha Negativna

N % X% N % X% N % 2% N % 2% N % X% | N % X%
0-4 44 321 321 |104 18,0 |[18,0 | 148 20,7 |120,7 |3 13,0 | 130 |28 124 124 |31 124 124
5-9 25 182 |504 |85 147 326 |110 154 1360 |2 8,7 21,7 | 32 142 1265 |34 13,7 | 26,1
10-14 27 19,7 |70,1 | 103 178 |[504 | 130 18,2 |542 |3 130 |348 |36 15,9 425 |39 15,7 | 418
15-19 17 124 1825 |90 155 66,0 |107 149 1691 |8 348 696 |23 10,2 | 52,7 |31 124 | 5472
20-24 9 6,6 89,1 |65 112 |772 |74 10,3 | 795 |4 174 | 870 |23 10,2 | 62,8 |27 10,8 | 65,1
25-29 7 51 942 |47 8,1 853 |54 7,5 870 |1 4,3 913 |25 11,1 | 739 |26 10,4 | 755
30-34 6 4,4 985 |22 3,8 89,1 |28 3,9 909 |0 0,0 913 |17 7,5 814 |17 6,8 82,3
35-39 2 1,5 100,0 | 24 41 93,3 |26 3,6 946 |1 4.3 95,7 |16 7,1 88,5 |17 6,8 89,2
40-44 0 0,0 100,0 | 18 3,1 96,4 |18 2,5 97,1 |1 43 1000 | 6 2,7 912 |7 2,8 92,0
45-49 0 0,0 1000 |5 0,9 972 |5 0,7 978 |0 0,0 1000 | 7 3,1 942 |7 2,8 94,8
50-54 0 0,0 1000 | 8 14 986 |8 11 989 |0 0,0 1000 | 5 2,2 9%,5 |5 2,0 96,8
55-59 0 0,0 1000 | 2 0,3 990 |2 0,3 992 |0 0,0 100,0 | 6 2,7 99,1 |6 2,4 99,2
60-64 0 0,0 100,0 | 3 0,5 995 |3 0,4 96 |0 0,0 100,0 |1 0,4 996 |1 0,4 99,6
65-69 0 0,0 1000 | O 0 95 |0 0 96 |0 0,0 1000 | O 0,0 996 |00 0,0 99,6
70-74 0 0,0 100,0 | 2 0,3 998 |2 0,3 99 |0 0,0 1000 | O 0,0 996 |00 0,0 99,6
75-79 0 0,0 1000 |1 0,2 1000 |1 0,1 1000 | O 0,0 1000 | 1 0,4 1000 | 1 0,4 100,0
)y 137 100,0 579 100,0 716 100,0 23 100,0 226 100,0 249 100,0
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4.2.2 Distribucija lobarne dijagnoze medu pacijentima sa nestecenom i stecenom fokalnom
epilepsijom

Pri analizi pacijenata sa utvrdenom lobarnom dijagnozom, pacijenti sa NSFE su statisticki
znacajno ¢e$¢e imali TLE u odnosu na pacijente sa SFE (304 pacijenta, 63,9% vs. 85 pacijenata,
47,5%, p < 0,001), dok su pacijenti sa NSFE rede imali ETLE u odnosu na pacijente sa SFE (172
pacijenta, 36,1% vs. 94 pacijenta 52,5%, p < 0,001). Pacijenti sa NLFE su ¢es$¢e imali TLE (50,7%)
dok su FLE i PQE c¢es¢e imali pacijenti sa SFE (26,8% i 23,5%, p < 0,001, Tabela 30). Pacijenti sa
HS su isklju¢ivo imali TLE ili TLE+.

Tabela 30 Distribucija lobarnih sindroma medu pacijentima sa fokalnom epilepsijom razlicite strukturne etiologije

TLE FLE PQE ILE TLE+ Ukupno ETLE
N 75 43 24 1 5 73
NLFE % 50,7 29,1 16,2 0,7 3,4 49,3
HS N 183 0 0 0 14 14
% 92,9 0,0 0,0 0,0 7,1 7,1
KPE N 46 38 39 8 0 85
% 35,1 29,0 29,8 6,1 0,0 64,9
SFE N 85 48 42 4 0 94
% 47,5 26,8 23,5 2,2 0,0 52,5
5 N 389 129 105 13 19 266
% 59,4 19,7 16,0 2,0 2,9 40,6

NLFE — neleziona fokalna epilepsija; HS — hipokampalna skleroza; KPE — kongenitalna i perinatalna etiologija; NSFE —
nesteCena fokalna epilepsija; SFE —steCena fokalna epilepsija; TLE — epilepsija temporalnog reznja (eng. temporal lobe epilepsy);
FLE — epilepsija frontalnog reznja (eng. frontal lobe epilepsy); PQE — epilepsija posteriornog kvadranta (eng. posterior quadrant
epilepsy); ILE — epilepsija insularnog reZnja (eng. insular lobe epilepsy); TLE+ — epilepsija temporalnog reznja plus (eng.
temporal lobe epilepsy plus); ETLE — ekstratemporalna epilepsija (eng. extratemporal lobe epilepsy)

4.2.3 Distribucija porodicne anamneze na epilepsiju i srodne poremecaje medu pacijentima sa
nestecenom i stecenom fokalnom epilepsijom

Kao §to je pomenuto u ranijem tekstu, oboleli od NSFE su ¢eS¢e imali pozitivhu porodi¢nu
anamnezu na epilepsiju i srodne poremecaje u odnosu na obolele od SFE (Tabela 28). Ucestalost
pozitivne porodi¢ne anamneze je bila statisticki znacajno ve¢a medu obolelima od nelezione NSFE i
HS u odnosu na SFE, dok je u grupi KPE bila na granici statisticke znacajnosti (Tabela 31), sto se
odrzavalo nezavisno od dijagnoze postavljene kod najblizeg obolelog srodnika (Tabela 32, Slika 48).

Tabela 31 Distribucija porodicne anamneze na epilepsiju i srodne poremecaje kod pacijenata razlicite strukturne
etiologije NSFE

Porodi¢na anamneza
Pozitivha Negativna )T p
Neleziona NSFE L\/Io 227 3213 329 <0,001*
Hipokampalna skleroza L\IA’ ig 5 505 213 0,028*
Kongenitalna i perinatalna etiologija L\IA’ iig 51;381 174 0,050*
Stecena fokalna epilepsija L\/IO 332 §363 249 -
z L\/'o 12’06 22?4 965 | <0,001%
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NSFE — nestecena fokalna epilepsija; E — epilepsija; JSEN — jedan spontani epilepti¢ki napad; FN — febrilni napadi; *p vrednost u
direktnoj komparaciji sa SFE; ®p vrednost celokupne distribucije; statisticki zna¢ajne vrednosti p su navedene u bold slovima

Tabela 32 Distribucija stepena srodstva najblizeg obolelog srodnika, broja obolelih srodnika i dijagnoze kod najblizeg
obolelog srodnika medu pacijentima sa fokalnom epilepsijom razlicite strukturne etiologije fokalne epilepsije

NLFE HS KPE Y. NSFE | SFE P

Samo prvog 0,375*
Najblizi stepena srodstva 24(7.3) 11(5.2) 9(5:2) 44 (6.1) 10(4.0) 0,262%
oboleli Do drugog <0,001*
srodnik stepena srodstva >3(16,7) | 23(10.8) | 14(8,0) | 92(12,8) | 12(4.8) <0,001%
N (%) Do treceg 137 <0,001*

stepena srodstva 78(23,7) | 3315,9) | 26 (14.9) (19,1) 2302) <0,001%
Broj obolelih | Jedan 52 (15,8) |24 (11,3) | 22(12,6) | 98 (13,7) | 21 (8,4) 0.001%
srodnika N Dva 17(52) | 6(2,8) 3,7 26(3,6) |2(0,8) 0’001$
(%) Tri ili vise 92,7 31,4 1 (0,6) 13(1,8) | 0(0,0) ’

o 115

e Epilepsija 70 (21,3) | 28 (13,1) | 17 (9,8) (16.1) 21 (8,4)
kod obolelih | Febrilni napadi | 6 (1,8) 4(1,9) 7 (4,0 1724 104 <0,001*
srodnika N Jedan spontani 0,003%
(%) epilepticki 2 (0,6) 1(0,5) 2 (L,1) 5(0,7) 1(0,4)

napad

NLFE - neleziona fokalna epilepsija; HS — hipokampalna skleroza; KPE — kongenitalna i perinatalna etiologija; NSFE —
nesteCena fokalna epilepsija; SFE — steena fokalna epilepsija, *p vrednost za poredenje izmedu NLFE; HS, KPE i SFE; $p
vrednost za poredenje izmedu NSFE i SFE; znacajne p vrednosti predstavljene bold slovima
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Slika 48 Distribucija dijagnoza kod obolelih srodnika pacijenata sa razlic¢itom strukturnom etiologijom fokalne
epilepsije u ispitivanoj grupi pacijenata (N = 160); NLFE — neleziona fokalna epilepsija, HS — hipokampalna skleroza;
KPE — kongenitalna i perinatalna etiologija, SFE — stecena fokalna epilepsija

Najveci broj obolelih srodnika koji su imali pacijenti sa SFE je bio dva i to kod dva pacijenta
(Tabela 32). Dva pacijenta sa HS i jedan pacijent sa KPE su imali po Cetiri obolela srodnika, a jedan
pacijent sa HS je imao tri obolela srodnika (Slika 49). Svi pacijenti sa preko cetiri obolela srodnika
su bolovali od NLFE (dva sa pet i dva sa sedam obolelih srodnika).
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Slika 49 Distribucija strukturne etiologije epilepsije kod pacijenata sa razlicitim brojem obolelih srodnika u ispitivanoj
grupi pacijenata (N = 160)

4.2.3.1 Distribucija lobarnih sindroma medu pacijentima sa nesteCenom 1 steCenom fokalnom
epilepsijom u zavisnosti od porodi¢ne anamneze na epilepsiju i srodne poremecaje

Pri analizi pacijenata sa utvrdenom lobarnom dijagnozom, nije postojala statisticki znac¢ajna
razlika u distribuciji lobarnih sindroma u zavisnosti od porodi¢ne anamneze na epilepsiju i1 srodne
poremecaje (Tabela 33).

Tabela 33 Distribucija lobarnih sindroma kod pacijenata sa NSFE u zavisnosti od porodicne anamneze

Porodiéna
Ararness TLE |FLE |PQE |ILE |TLE+ |ZETLE |p
Negativna N |60 33 16 1 3 88
NLFE % |531% |292% |142% |09% |27% |52,7% 0,583+
Pozitivna N 15 10 8 0 2 6 0,336°
% | 42,9% |28,6% |22,9% |0,0% |57% |50,0%
Negativiia N |39 34 36 6 0 76
KPE % |339% |296% |31,3% |52% |00% |66,1% 0,484+
pogitivna N7 4 3 2 0 9 0,577%
ozl % | 438% |250% |18.8% | 125% |0,0% | 56.3%
Negativna N | 156 0 0 0 10 10
HS % | 940% |00% |00% |00% |60% |60% 0,243*
Pozitivna N 27 0 0 0 4 4 0,243°
% |87,1% |00% |00% |00% |12,9% | 12,9%
Negativiia N |255 67 52 7 13 139 D=
5 NSEE % | 64,7% |17,0% |132% |18% |33% | 353% 0.530*
pogitivna LN 49 14 11 2 6 33 p=
% [598% |17,1% |134% |24% |73% | 40,2% 0,449

NLFE — neleziona fokalna epilepsija; HS — hipokampalna skleroza; KPE — kongenitalna i perinatalna etiologija; NSFE —
nestecena fokalna epilepsija; NSFE — nestecena fokalna epilepsija; TLE — epilepsija temporalnog reZnja (eng. temporal lobe
epilepsy); FLE — epilepsija frontalnog reznja (eng. frontal lobe epilepsy); PQE — epilepsija posteriornog kvadranta (eng.
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posterior quadrant epilepsy); ILE — epilepsija insularnog reznja (eng. insular lobe epilepsy); TLE+ — epilepsija temporalnog
reznja plus (eng. temporal lobe epilepsy plus); *p vrednost za poredenje u distribuciji TLE; FLE; PQE, ILE i TLE+ izmedu
pacijenata sa pozitivnom i negativnom porodi¢nom anamnezom; $p vrednost za poredenje u distribuciji TEL i ETLE izmedu
pacijenata sa pozitivnhom i negativnom porodi¢nom anamnezom

4.2.4  Starost na pocetku epilepsije kod pacijenta razlicite strukturne etiologije bolesti u ispitivanoj
grupi pacijenata

Pacijenti sa NLFE, HS i KPE su imali raniji pocetak bolesti u odnosu na pacijente sa SFE
medutim u grupi obolelih sa NLFE ova razlika nije dostigla nivo statisticke znacajnosti (Tabela 34,
Slika 50). Pacijenti sa nelezionom NSFE i kongenitalnim malformacijama su bili zna¢ajno mladi na
pocetku bolesti ukoliko su imali pozitivnu porodi¢nu anamnezu, dok razlika nije bila statisticki
znacajna u grupi obolelih sa SFE i HS (Tabela 34). Najmanji procenat obolelih tokom prvih pet
godina Zzivota je bilo u grupi NLFE i SFE. Pacijenti su od epilepsije udruZzene sa HS najkasnije
oboljevali do 74, a od epilepsije KPE sa 64. godine, dok su od NLFE i SFE oboljevali do 79, godine
(Tabela 35).

Tabela 34 Starost na pocetku epilepsije u razlicitim strukturnim etiologijama u ispitivanoj grupi pacijenata (N = 965)

Porodi¢na anamneza >
Pozitivna Negativna

Pocetak bolesti | n Pocetak bolesti | n p Pocetak bolesti | n p

[godine] [godine] [godine]
NLFE | 12 (0-34) 78 | 17 (0-78) 251 | <0,001 | 15 (0-78) 329 | 0,066*
HS 6 (0-36) 33 | 13(0-70) 180 | 0,086 | 12 (0-70) 213 | <0,001~*
KPE | 3(0-37) 26 | 12,5 (0-60) 148 | <0,001 | 11 (0-60) 174 | <0,001~*
NSFE | 9 (0-37) 137 | 14 (0-78) 579 | <0,001 | 13 (0-78) 716 | <0,001*
SFE 17 (2-44) 23 | 18 (0-77) 226 | 0,483 | 18(0-77) 249 | NP

NLFE — neleziona fokalna epilepsija; HS — hipokampalna skleroza; KPE — kongenitalna i perinatalna etiologija; SFE — steCena
fokalna epilepsija; NP — nije primenjivo; *p vrednost u direktnoj komparaciji sa SFE; statisti¢ki znacajne vrednosti p su navedene
u bold slovima

Neleziona fokalna epilepsija Hipokampalna skleroza

Ucestalost
Ucestalost

0 20 40 60 80 0 20 40 60

Starost na pocetku epilepsije Starost na pocetku epilepsije
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Slika 50 Histogrami starosti na pocetku epilepsije kod pacijenata sa fokalnom epilepsijom razlicite strukturne etiologije
(N =965)
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Tabela 35 Pocetak epilepsije u petogodisnjim intervalima kod NSFE razlicite strukturne etiologije i SFE sa pozitivnhom i negativiom porodicnom anamnezom

Neleziona fokalna epilepsija Fokalna epilepsija sa hipokampalnom sklerozom

Pocetak Porodi¢na anamneza Ukupno Porodi¢na anamneza Ukupno
[god.] Pozitivha Negativna Pozitivha Negativna

N % X% N % X% N % % N % X% | N % X% | N % X%
0-4 17 218 218 |23 9,2 9,2 40 122 122 |13 394 394 |46 256 | 256 |59 27,7 | 27,7
5-9 16 205 423 |36 143 | 235 |52 158 [280 |7 212 |60,6 |23 128 383 |30 141 [418
10-14 18 23,1 | 654 |48 19,1 | 426 |66 20,1 |480 |4 12,1 | 72,7 |30 16,7 | 550 |34 16,0 | 57,7
15-19 12 154 1808 |48 19,1 [61,8 |60 182 663 |2 6,1 78,8 |20 11,1 66,1 |22 10,3 [ 68,1
20-24 8 10,3 910 |33 131 | 749 |41 125 [787 |1 3,0 81,8 |27 150 811 |28 131 |81,2
25-29 4 51 96,2 |17 6,8 81,7 |21 6,4 851 |2 6,1 879 |18 100 911 |20 9,4 90,6
30-34 3 3,8 100,0 | 9 3,6 853 |12 3,6 888 |3 9,1 970 |5 2,8 939 |8 3,8 94,4
35-39 0 0,0 100,0 | 12 4,8 90,0 |12 3,6 924 |1 3,0 100,0 | 6 3,3 97,2 |7 3,3 97,7
40-44 0 0,0 100,0 | 11 4,4 944 |11 3,3 957 |0 0,0 100,0 | 2 1,1 983 |2 0,9 98,6
45-49 0 0,0 100,0 | 3 1.2 956 |3 0,9 96,7 |0 0,0 100,0 | 0 0,0 983 |0 0,0 98,6
50-54 0 0,0 100,0 | 6 2,4 980 |6 18 985 |0 0,0 100,0 |1 0,6 989 |1 0,5 99,1
55-59 0 0,0 100,0 | 1 0,4 984 |1 0,3 988 |0 0,0 100,0 |1 0,6 994 |1 0,5 99,5
60-64 0 0,0 100,0 | 2 0,8 99,2 |2 0,6 994 |0 0,0 100,0 | O 0,0 994 |0 0,0 99,5
65-69 0 0,0 100,0 | O 0,0 99,2 |0 0,0 994 |0 0,0 100,0 | O 0,0 994 |0 0,0 99,5
70-74 0 0,0 100,0 | 2 0,3 996 |1 0,3 99,7 |0 0,0 100,0 |1 0,6 100,0 | 1 0,5 100,0
75-79 0 0,0 100,0 | 1 0,2 100,0 |1 0,3 100,0 | O 0,0 100,0 | 0 0,0 1000 | 0 0,0 100,0
)y 78 100,0 251 100,0 329 100,0 33 100,0 180 100,0 213 100,0
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Nastavak

Fokalna epilepsija kongenitalne ili perinatalne etiologije Stecena fokalna epilepsija

Pocetak Porodi¢na anamneza Ukupno Porodi¢na anamneza Ukupno
[god.] Pozitivna Negativna Pozitivna Negativna

N % X% N % X% N % % N % % N % >% | N % X%
0-4 14 53,8 |538 |35 236 236 |49 28,2 20,7 |3 13,0 | 13,0 |28 124 | 124 |31 124 | 124
5-9 2 7,7 615 |26 176 |412 |28 16,1 |360 |2 8,7 21,7 | 32 142 1265 |34 13,7 | 26,1
10-14 5 192 1808 |25 169 [58,1 |30 172 |542 |3 130 |348 |36 159 |425 |39 15,7 |41,8
15-19 3 115 1923 |22 149 |730 |25 144 1691 |8 348 696 |23 10,2 | 52,7 |31 12,4 | 54,2
20-24 0 0,0 923 |5 3.4 764 |5 2,9 795 |4 174 1870 |23 10,2 | 62,8 |27 10,8 | 65,1
25-29 1 3,8 96,2 |12 8.1 845 |13 75 870 |1 4,3 913 |25 11,1 | 739 |26 10,4 [ 755
30-34 0 0,0 96,2 |8 5.4 89,9 |8 4,6 909 |0 0,0 91,3 |17 7,5 814 |17 6,8 82,3
35-39 1 3,8 100,0 | 6 4.1 939 |7 4,0 946 |1 4,3 95,7 |16 7,1 88,5 |17 6,8 89,2
40-44 0 0,0 100,0 | 5 3.4 97,3 |5 2,9 97,1 |1 4,3 100,0 | 6 2,7 912 |7 2,8 92,0
45-49 0 0,0 100,0 | 2 1.4 986 |2 1,1 978 |0 0,0 100,0 | 7 3,1 942 |7 2,8 94,8
50-54 0 0,0 100,0 | 1 0.7 99,3 |1 0,6 989 |0 0,0 100,0 | 5 2,2 965 |5 2,0 96,8
55-59 0 0,0 100,0 | O 0.0 993 |0 0,0 989 |0 0,0 100,0 | 6 2,7 99,1 |6 2,4 99,2
60-64 0 0,0 100,0 | 1 0.7 100,0 | 1 0.6 100,0 | 0 0,0 1000 |1 0,4 996 |1 0,4 99,6
65-69 0 0,0 1000 | O 0 100,0 | 0 0,0 100,0 | O 0,0 1000 | 0 0,0 99,6 |0,0 0,0 99,6
70-74 0 0,0 1000 | O 0.0 1000 | O 0,0 1000 | O 0,0 100,0 | O 0,0 99,6 |00 0,0 99,6
75-79 0 0,0 100,0 | O 0.0 100,0 | 0 0,0 100,0 | 0 0,0 1000 |1 0,4 100,0 | 1 0,4 100,0
> 26 100,0 148 100,0 174 100,0 23 100,0 226 100,0 249 100,0
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4.3 Ugnjezdena molekularno-geneticka studija

4.3.1 Demografske i klinicke karakteristike kohorte pacijenata u ugnjezdenoj molekularno-

genetickoj studiji

4.3.1.1 Demografske i klini¢ke karakteristike kohorte pacijenata u ugnjezdenoj molekularno-

geneti¢koi studiji

Nasa kohorta se sastojala od 96 pacijenata sa NSFE (51 muskarca [53,1%] i 45 [46,9%] Zena),
prosecne starosti 36.5 £ 10.8 godina, prosecne starosti na pocetku bolesti 14.3 + 10.2 godine 1
prosecnog trajanja epilepsije 22.1 = 13.7 godine. Izuzev Cetiri pacijenta sa novodijagnostikovanom
epilepsijom, svi ostali pacijenti su zadovoljavali kriterijume za FRE. Demografske, klinicke 1

radioloske karakteristike kohorte su prikazane u Tabela 36

Tabela 36 Demografske, klinicke i radioloske karakteristike kohorte pacijenata ukljucene u ugnjezdenu molekularno-

geneticku studiju (N = 96)

Starost [godine] 36.5+10.8 (x + SD)
Starost na pocetku epilepsije [godine] 14.3+10.2 (x £ SD)
Trajanje epilepsije [godine] 22.1+13.7 (x £ SD)
Pol [muski/Zenski] 51/45 (53,1%/46,9%)
Broj isprobanih AEL 52+21(x+SD)
Febrilni napadi N (%) 17 (17,7%)
Minor povreda glave N (%) 15 (15,6%)
Fokalni napadi sa evolucijom u bilateralne toni¢ko-kloni¢ke napade N (%) | 47 (49,0%)
Klasteri napada N (%0) 31 (32,3%)
Epilepticki status N (%) 8 (8,3%)
TLE 43 (44,8%)
FLE 9 (9,4%)
.. PQE 6 (6,3%)
Lobarna dijagnoza N (%0) ILE 2 (2.1%)
TLE+ 5 (5,2%)
Neutvrdena 31 (32,3%)
Neleziona 76 (79,2%)
MR nalaz N (%) HS 16 (16,7%)
FCD 4 (4,2%)
Ukupno 65 (67,7%)
Srodnik | stepena 22 (22,9%)
Pozitivna porodi¢na anamneza N (%0) Srodnik |1 stepena 23 (24,0%)
Srodnik 111 stepena 20 (20,8%)
Vise srodnika 25 (26,0%)

SD — standardna devijacija; AEL — antiepilepticki lekovi; TLE — epilepsija temporalnog reznja (eng. temporal lobe epilepsy);
FLE — epilepsija frontalnog reznja (eng. frontal lobe epilepsy); PQE — epilepsija posteriornog kvadranta (eng. posterior
quadrant epilepsy); ILE — epilepsija insularnog reznja (eng. insular lobe epilepsy); TLE+ — epilepsija temporalnog reznja plus
(eng. temporal lobe epilepsy plus); MR — magentna rezonancija; HS — hipokampalna skleroza; FCD — fokalna kortikalna

displazija (eng. focal cortical dysplasia)

4.3.1.2 Distribucija lobarnih sindroma u grupi pacijenata pacijenata u ugnjezdenoj molekularno-

genetickoi studiji

Najzastupljenija lobarna dijagnoza je bila TLE koja je dijagnostikovana kod 43 (44,8%)
pacijenata (Tabela 36, Slika 51). Druga po ucestalosti je bila FLE sa 9 (9,4%) pacijenata, a potom

PQE 6 (6,3%).
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Slika 51 Distribucija lobarnih sindroma kod pacijenata u ugnjezdenoj molekularno-genetickoj studiji (N = 96)

4.3.1.3 Distribucija porodi¢ne anamneze na epilepsiju, epilepti¢ke napade i febrilne napade kod
pacijenata u ugnjezdenoj molekularno-genetickoi studiji

m Negativna ™ Epilepsija ® Epilepticki napad = Febrilni napadi

Slika 52 Distribucija dijagnoze kod obolelih srodnika u grupi pacijenata u ugnjezdenoj molekularno-genetickoj studiji
(N =96)
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Slika 53 Distribucija stepena srodstva najblizeg obolelog srodnika i broja obolelih srodnika u grupi pacijenata u
ugnjezdenoj molekularno-genetickoj studiji (N = 96)

Sezdeset i pet (67,7%) pacijenata je imalo pozitivnu porodiénu anamnezu na epilepsiju, jedan
spontani epilepticki napad i febrilne napade. Dijagnoza kod obolelih srodnika je bila epilepsija kod
57 (59,4%), jedan spontani epilepti¢ki napad kod dva (2,1%) i febrilni napadi kod 6 (6,3%) pacijenata
(Tabela 36, Slika 52).

Kod 22 (22,9%) pacijenata je najblizi oboleli srodnik bio srodnik I, kod 23 (24,0%) II, dok je
kod 20 (20,8%) bio III stepena srodstva. Cetrdeset pacijenata je imalo jednog obolelog srodnika, 18
dva, dva tri, tri Cetiri i po jedan pet i 7 obolelih srodnika (Tabela 36, Slika 53).

4.3.1.4 Radioloski utvrdena strukturna etiologija epilepsije kod pacijenata u ugnjezdenoi
molekularno-geneti¢koj studiji

Sedamdeset Sest (79,2%) pacijenata je imalo nelezionu NSFE, 16 (16,7%) je imalo HS i Cetiri
(4,2%) je imalo FCD (Tabela 36, Slika 54).
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Slika 54 Radioloski definisana strukturna etiologija epilepsije u grupi pacijenata u ugnjezdenoj molekularno-genetickoj
studiji (N = 96)

4.3.2 Varijante od interesa u ispitivanim genima

Ukupno 8 VOI je detektovano kod 10 (10,4%) pacijenata u ispitivanoj grupi pacijenata. Pet
VOI detektovanih kod 7 (7,3%) pacijenata, su klasifikovane kao verovatno patogene, dve,
detektovane kod dva (2,1%) pacijenta kao VUS i jedna, detektovana kod jednog pacijenta (1,0%) kao
verovatno benigna (Tabela 37). Ukupan dijagnosticki prinos ¢itavog panela od 7 gena je iznosio 7,3%.

Nije pronadena statisti¢ki znacajna razlika u udelu nosilaca VOI izmedu grupe pacijenata sa
pozitivhom i negativnom porodi¢énom anamnezom (13,8% vs. 3,2%, p = 0,160), kao ni izmedu grupe
pacijenata sa lezionom i nelezionom NSFE (20,0% vs. 7,9%, p = 0,209). Nije pronadena statisticki
znacajna razlika u demografskim 1 klinickim karakteristikama pacijenata koji su nosioci i onih koji
nisu nosioci VOI, izuzev u distribuciji lobarnih dijagnoza (

Tabela 38). Medu pacijentima koji su nosioci VOI je pronadena veca zastupljenost pacijenata
sa dijagnozom ekstratemporalne epilepsije u odnosu na pacijente koji nisu nosioci varijanti.

Tabela 37 Varijante od interesa u ispitivanim genima

Mol. gAD. ACMG-AMP
Pac. | Gen Varijanta posl. MAF | ISP KV krit.
.422_432del, PSV1, PM2
1 DEPDCS5 | p.Alal41ValfsTer3 FSV 0 NA VPV
2 DEPDCS5 | ¢.1287+2T>G SDV 0 SpliceAl 1.00 | VPV | PSV1, PM2
€.197_198insAATAA, PSV1, PM2
3 NPRL2 p.Cys671lefsTer45 FSV 0 NA VPV
MetaRNN D; PM2, PP3,
€.1495C>T, REVEL 0.172, BP4
4 NPRL3 p.Leu499Phe MSV 0 CADD 24.6 VUS
€.2123_2154dup, PSV1, PM2
5-6 | SCN1A p.lle719ProfsTer7 FSV 0 NP VPV
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MetaRNN T; BP4, BP6
c.3578T>G, REVEL 0.222;
7 GRIN2A | p.Leul193Trp MSV 0.0001 | CADD 25.6 VBV
MetaRNN D; PM2, PP2,
€.1586T>C, REVEL 0.337; PP3, BP4
8 GRIN2A | p.Val529Ala MSV 0 CADD 26.7 VUS
C.2417_2433dup, PSV1, PM2
9-10 | PCDH19 | p.Asn812ProfsTer2 FSV 0 NP VPV

Pac. — pacijent; Mol.posl. — molekularna posledica; gAD — GhomAD; MAF — ucestalost retkog alela (eng. minor alele frequency);
ISP —in silico predikcija; KV — klasifikacija varijante; NP — nije primenjivo; VPV — verovatno patogena; VBV — verovatno

benigna; VUS - varijanta nepoznatog znac¢aja (eng. variant of unknown significance)

Tabela 38 Karakteristike nosilaca varijanti od interesa u ispitivanim genima

Nosioci VOI Bez VOI p

N (%) 10 (10,4) 86 (89,6)

Starost [godine] 38,7£15,3 (x £ SD) 36,2+10,4 (x = SD) 0,442
Starost na pocetku epilepsije [godine] 15,0+£11,3 (X £ SD) 14,2+10,1 (X £ SD) 0,796
Trajanje epilepsije [godine] 23,7£17,9 (x £ SD) 21,9+£13,2 (X £ SD) 0,862
Pol (muski/zenski) 5/5 (50,0%/50,0%) 46/40 (53,5%/46,5%) 1,000
Broj isprobanih AEL 6,2+2,6 (X = SD) 51+2,1 (x £ SD) 0,195
Febrilni napadi 2 (20,0%) 15 (17,4%) 1,000
Minor povreda glave 2 (20,0%) 13 (15,1%) 0,653
Fokalni napadi sa evolucijom u

bilateralne toni¢ko-kloni¢ke napade 4 (40,0%) 43 (50,0%) 0,741
Klasteri napada 4 (40,0%) 27 (31,4%) 0,723
Epilepticki status 1 (10,0%) 7 (8,1%) 1,000
Lobarna dijagnoza (TLE/ETLE) 3/6 (30,0%/60.0%) 40/16 (46,5%/18,6%) 0,011
Lezija 4 (40,0%) 16 (18,6%) 0,209

VOI - varijante od interesa; AEL — antiepilepticki lekovi; TLE — epilepsija temporalnog reznja (eng. temporal lobe epilepsy);
ETLE — ekstratemporalna epilepsija (eng. extratemporal lobe epilepsy)

Pregled klinickih i demografskih karakteristika nosilaca VOI je dat u Tabela 39.
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Tabela 39 Klinicke i demografske karakteristike nosilaca VOI

Pac. | Gen Varijanta Pol | Star. | Po¢. | Porodi¢na anamneza | Lob dg | Tip napada
Tetka po majci, Fokalni napad sa pomucenjem svesti i senzornim
C.422_4320el, y sestri¢ina, ujak i brat ) o oy y o e
1 DEPDC5 0.Alal41ValfsTer3 V4 29 4 dede po majci su imali D FLE Elzplagjstrlcmm, psihickim) poc¢etkom » motorni (hiperkineticki)
epilepsiju P
2 DEPDCS | ¢.1287+2T>G 7 38 21 Negativna D PQE | Fokalni napad sa pomucenjem svesti
C.197_198INSAAT | Sestra imala febrilne Fokalni napad sa pomucéenjem svesti i autonomnim pocetkom »
3 NPRL2 | A, 7 |49 |14 | napade, sestraod tetke | L TLE | nap pomucen) p
. o motorni (automotorni) napad
p.Cys67llefsTerd5 imala epilepsiju
4 NPRL3 €.1495C>T, 7 18 1 Borar;gqciujiﬁ:'llj deda L TLE+ Fokalni napad sa oCuvanom sve$¢u i autonomnim pocetkom »
p.Leud99Phe PO Majct Imaj bilateralni toni¢ko-kloni¢ki napad
epilepsiju
€.2123 2154dup, . N Fokalni napad sa pomucenjem svesti i motornim pocetkom
5 SCN1A 0.1le719ProfsTer7 M | 36 25 Sestra imala epilepsiju | D FLE (giratorni) napad
. Fokalni napad sa pomuéenjem svesti i senzornim
6 |scnia | G21282154dup, 5y | 55 | Babapoocuima D TLE | (epigastri¢nim, psihickim) pocetkom > motorni (automotorni)
p.lle719ProfsTer7 epilepsiju napad
7 GRIN2A c.3578T>G, M |64 5 Unuk | unyka r_oden_ei D TLE+ Fokalni napad sa pomucenjem svesti i senzornim
p.Leull93Trp sestre imaju epilepsiju (autonomnim) poc¢etkom » motorni (automotorni) napad
€.1586T>C, y . S . o .
8 GRIN2A 0.Val529Ala V4 42 34 Otac ima epilepsiju D TLE+ | Fokalni napad sa pomucenjem svesti
c.2417 2433dy Otac imao jedan Fokalni napad sa pomuéenjem svesti i senzornim (bilateralni
9 PCDH19 | * v P, M | 46 7 spontani epilepticki D FLE | somatosenzornim) pocetkom > motorni (automotorni > klonicki
p.Asn812ProfsTer2 o
napad leva polovina lica) napad
€.2417_2433dup, - S Fokalni sa pomucenjem svesti » bilateralni toni¢ko-klonicki
10 PCDH19 0.Asng12ProfsTer2 M |19 17 Majka ima epilepsiju | NU napad

Pac. — pacijent; Star. — starost; Po. — pocetak bolesti; M — musko; Z — Zensko; D — desno; L — levo; FLE — epilepsija frontalnog reznja (eng. frontal lobe epilepsy); PQE — epilepsija posteriornog
kvadranta eng. posterior quadradrant epilepsy); TLE — epilepsija temporalnog reznja (eng. temporal lobe epilepsy); TLE+ — temporalna plus epilepsija (eng. temporal lobe epilepsy plus); NU —
neutvrdena
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Nastavak

Najveéa Najduzi
Pac. | ucestalost period IEEG IEEG MR FDG-PET Terapijski pokusaji
napada remisije
1 dnevino Bez remisiie D frontotemporalni Bilateralno NL Desno temporalno i desno CBZ, VPA, LTG, TPM, LEV,
l SPK F8/F4 frontalno frontalno CLN, CLO, PRM
. . D temporo-posteriorni D temporo-
2 nedeljno 2 godine PSPK T6 posteriomo NL Desno temporalno PB, CBZ, VPA, LTG, LEV, PGB
L temporalni SPK T1,
3 nedeljno Bez remisije | retko D temporalni SPK | L temporalno L HS Levo temporalno PB, PHT, CBZ, LEV, CLN, CLO
T2
. . Levo temporalno i levo CBZ, VPA, TPM, LEV, PGB,
4 dnevno 6 meseci L temporalni SW T1 L temporalno L HS insularno CLO, OXC, ZNS
. . Desno temporalno , desno
5 nedeljno 11 meseci D frontalni SPK F4 il D frontalno NL orbitofrontalno i desno VPA, LTG, LEV, PGB
Fp2 .
insularno
. D temporalni SPK T2 i . PB, CBZ, VPA, LTG, TPM, LEV,
6 nedeljno 2 meseca levi temporalni SPK T1 Nelateralizovan | NL Desno temporalno PGB. CLN
. . . PB, PHT, CBY, VPA, LTG, TPM,
7 <l/mese¢no | 3 meseca D temporalni SPK T2 Nelateralizovan | D HS Desno lateralno temporalno LEV, PGB, CLN, CLO, SLT
8 nedeljno Bez remisije | L temporalni SPK T1 D temporalno D HS Bllat_eralno temporalno, LTG, TPM, LEV, CLO
levo insularno
9 | <l/meseéno | Bez remisije | Uredan D frontalno NL Desno frontopolamo, PB, CBZ, VPA, LTG, LEV
bilateralno temporalno
L temporo-posterionni desno temporalno, desno
10 <1/mesecno | 4 meseca P P NR NL okcipitalno i desno VPA, LEV

SW TS5

frontalno operkularno

Pac. — pacijent; iiEEG — interiktalni EEG; iEEG — iktalni EEG; D — desno; L — levo; SPK —siljak (eng. spike); PSPK — polisiljak (eng. polyspike); SW — ostri talas (eng. sharp wave); NR — nisu
registrovani; NL — nelezioni; HS — hipokampalna skleroza; CBZ — karbamazepin; VPA — valproat; LTG — lamotrigin; TPM — topiramat; LEV — levetracetam; CLN — klonazepam; CLO — klobazam;
PRM — primidon; PB — fenobarbiton; PGB — pregabalin; PHT — fenitoin; OXC — okskarbazepin; ZNS — zonisamid; SLT — sultiam
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4.3.2.1 Subanaliza prinosa sekvenciranja i karakteristika nosilaca varijanti od interesa u genima
definisanim u EPI4K studiji

Sest razli¢itih VOI kod ukupno osam (8,3%) pacijenata je detektovano u genima definisanim u
EPI4K studiji. Dve VOI u DEPDCS, registrovane kod ukupno dva (2,1%) pacijenta, jedna SCN1A VOI
registrovana kod dva pacijenta (2,1%) i jedna PCDH19 VOI registrovana kod dva (2,1%) pacijenta su
klasifikovane kao verovatno patogene (Tabela 37). Po jedna VOI detektovana u GRIN2A, registrovana
kod po jednog pacijenta (1,0%) je klasifikovana kao VUS i kao verovatno benigna varijanta. Nijedna
VOI nije registrovana u LGI1 genu. Ukupan dijagnosti¢ki prinos ovako definisanog sekvenciranja je
iznosio 6,2%.

Nije pronadena statisticki zna¢ajna razlika u udelu nosilaca VOI izmedu grupe pacijenata sa
pozitivhom 1 negativnom porodi¢nom anamnezom (10,7% vs. 3,2%, p = 0,201), kao ni izmedu grupe
pacijenata sa lezionom i nelezionom NSFE (10,0% vs. 7,9%, p = 0,670).

Nije registrovana statisticki znacajna razlika u demografskim i klinickim karakteristikama
nosilaca VOI u ovoj grupi gena u poredenju sa onima koji nisu nosioci VOI, izuzev u lobarnoj dijagnozi
gde je medu nosiocima varijanti bila statisticki znacajno ¢e$c¢a dijagnoza ETLE, dok je kod onih koji nisu
nosioci VOI ¢esca dijagnoza bila TLE (Tabela 40).

Tabela 40 Karakteristike nosilaca varijanti od interesa u genima definisanim u EPI4K studiji

Nosioci EPI14K VOI Bez EPI4K VOI p

N (%) 8 (8,3) 88 (91,7)

Starost [godine] 40,6+13,7 (x £ SD) 36,1+10,6 (x = SD) 0,323
Starost na pocetku epilepsije [godine] 16,9+11,5 (x £ SD) 14,1+10,1 (X £ SD) 0,418
Trajanje epilepsije [godine] 23,8194 (X £ SD) 22,0+13,2 (x £ SD) 0,995
Pol (muski/zenski) 5/3 (62,5%/37,5%) 46/42 (52,3%/47,7%) 0,719
Broj isprobanih AEL 6,0£2,9 (x £ SD) 5,1+2,1 (x £ SD) 0,465
Febrilni napadi 0 (0,0%) 17 (19,3%) 0,343
Minor povreda glave 2 (25,0%) 13 (14,8%) 0,607
Fokalni napadi sa evolucijom u bilateralne

tonicko-kloni¢ke napade 4 (50,0%) 43 (48,9%) 1,000
Klasteri napada 3 (37,5%) 28 (31,8%) 0,710
Epilepticki status 1 (12,5%) 7 (8,0%) 0,515
Lobarna dijagnoza (TLE/ETLE) 2/5 (25,0%/62,5%) 41/17 (46,6%/19,3%) 0,020
Lezija 2 (25,0%) 18 (20,5%) 0,670

VOI - varijante od interesa; AEL — antiepilepticki lekovi; TLE — epilepsija temporalnog reznja (eng. temporal lobe epilepsy); ETLE —
ekstratemporalna epilepsija (eng. extratemporal lobe epilepsy)

4.3.2.2 Varijante od interesa u genima GATOR1 kompleksa

Cetiri razliite VOI su registrovane kod ukupno &etiri pacijenta (4,2%) u ispitivanoj grupi
pacijenata. Nijedna od cetiri VOI nisu prethodno registrovane niti prijavljene u bazi ClinVar ili
GnomAD (Tabela 37).

Dve VOI su nadene u genu DEPDCS5. Varijanta DEPDC5 c.422_432del, p.Alal41ValfsTer3 je
delecija 11 nukleotida sa izmenom okvira ¢itanja (frameshift varijanta) sa posledi¢énim prevremenim
terminacionim kodonom. Lokalizovana je u egzonu osam DEPDC5 gena koji korespondira N-
terminalnom domenu (NTD) proteinskog produkta. Varijanta DEPDC5 ¢.1287+2T>G je SNV
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lokalizovana u donorskom regionu splajsinga introna 18 DEPDC5 gena sa visokim SpliceAl skorom od
1,0, sto sugeriSe veliku verovatnocu poremecaja splajsinga usled postojanja ove varijante. Obe su
klasifikovane kao verovatno patogene (Tabela 37).

Jedna insercija od pet nukleotida je registrovana u egzonu tri NPRL2 gena
(c.197_198insAATAA, p.Cys67llefsTer45), sto odgovara Longin domenu proteinskog produkta i dovodi
do izmene okvira Citanja (frameshift varijanta) i nastanka prevremenog terminacionog kodona. S obzirom
na kratku duzinu insertovanog fragmenta, on nije pretrazivan u BLAST-u. Klasifikovana je kao
verovatno patogena. Detektovana je i jedna SNV missense varijanta u egzonu 13 NRPL3 gena
(c.1495C>T, p.Leud99Phe) koja odgovara INT domenu proteinskog produkta i dovodi do
nekonzervativne aminokiselinske supstitucije iz aromati¢ne u alifaticnu. Ona je anotirana kao ,,D* od
strane MetaRNN, ali je imala REVEL skor manji od 0,5 i CADD skor manji od 30, te je klasifikovana
kao VUS (Tabela 37).

Tri razlicite varijante (jedna frameshift i jedna splajsogena varijanta u DEPDCS5 i jedna frameshift
varijanta u NPRL2) kod ukupno tri pacijenata su klasifikovane kao verovatno patogene, te je ukupan
dijagnosticki prinos sekvenciranja GATORI1 gena u ispitivanoj grupi pacijenata bio 3.1%. Samo jedna
missense varijanta je klasifikovana kao VUS kod jednog pacijenta (1,1%). Nijedna varijanta od interesa
u GATORL1 genima nije kategorisana kao za benigna ili verovatno benigna varijanta. Nije registrovana
razlika u udelu nosilaca VOI izmedu grupe pacijenta sa pozitivnom i negativnom porodi¢nom
anamnezom (4,6% vs. 3,2%, p = 1,00) kao ni izmedu grupe pacijenata sa lezionom ili nelezionom NSFE
(10,0% vs. 2,6%, p = 0,191).

4.3.2.2.1 Karakteristike nosilaca varijanti od interesa u genima GATOR1 kompleksa

Nosioci GATOR1 VOI su ¢esée bili zenskog pola i ¢eSée bolovali od ekstratemporalne epilepsije
u poredenju sa pacijentima bez GATOR1 VOI, dok se nisu znac¢ajno razlikovali po starosti, starosti na
pocetku epilepsije, trajanju epilepsije, broju isprobanih AEL, ucestalosti febrilnih napada, manja povreda
glave, pojave fokalnih napada sa evolucijom u bilateralne toni¢ko-kloni¢ke napade, klastera napada,
epilepti¢kog statusa ili prisustva epileptogene lezije (Tabela 41).

Tabela 41 Karakteristike nosilaca GATOR1 VOI

Nosioci GATOR1 VOI | Bez GATOR1VOIl |p

N (%) 4 (4,1) 92 (95,8)

Starost [godine] 32,2415,2 (x £ SD) 36,6+10,8 (x £ SD) 0,665
Starost na pocetku epilepsije [godine] 10,0+9,2 (x = SD) 14,5+£10,3 (X £ SD) 0,419
Trajanje epilepsije [godine] 22,2+10,0 (X £ SD) 22,1+13,9 (x £ SD) 0,811
Pol (muski/zenski) 0/4 (0,0%/100,0%) 51/41 (55,4%/44,6%) | 0,045
Broj isprobanih AEL 7,0£1,2 (x £ SD) 5,1+2,1 (x £ SD) 0,053
Febrilni napadi 2 (50,0%) 15 (15,6%) 0,143
Minor povreda glave 1 (25,0%) 14 (15,2%) 0,499
Fokalni napadi sa evolucijom u bilateralne TKN 1 (25,0%) 46 (50,0%) 0,617
Klasteri napada 2 (50,0%) 29 (31,5%) 0,592
Epileptiéki status 0 (0,0%) 8 (8,7%) 1,000
Lobarna dijagnoza (TLE/ETLE) 1/3 (25,0%/75.0%) 42/19 (45,7%/20,7%) | 0,036
Lezija 2 (50,0%) 18 (19,6%) 0,191

VOI — varijante od interesa; AEL — antiepilepticki lekovi; TKN — toni¢ko-kloni¢ki napadi; TLE — epilepsija temporalnog reznja (eng.

temporal lobe epilepsy); ETLE — ekstratemporalna epilepsija (eng. extratemporal lobe epilepsy)
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4.3.2.2.1.1 Varijanta DEPDC5 c.422 432del, p.Alal41ValfsTer3

Ova varijanta je detektovana je kod pacijentkinje 1 (29, Z) koja je u inicijalnom skriningu
oznacena kao obolela od nelezione fokalne epilepsije sa negativnom porodi¢énom anamnezom usled
prisustva epilepsije kod srodnika daljeg od 111 stepena srodstva. Po naknadnom ispitivanju pri poseti radi
uzorkovanja materijala utvrdeno je da pacijentkinja ima viSe obolelih srodnika, od kojih su dva najbliza
u Il stepenu srodstva (Slika 55). Od epilepsije je obolela sa 4 godine starosti, ¢emu je prethodila manja
povreda glave bez gubitka svesti. Napadi u pocetku bolesti su pocinjali i1 iz budnosti 1 iz spavanja, dok
poslednjih godina ima samo napade iz spavanja. Napadi poc¢inju sa epigastricnom senzacijom ili strahom
koji je potom pracen hiperkinetickim motornim napadom. Napadi se javljaju gotovo svake noci, ¢esto u
klasterima. Do sada je leCena pomocu 8 razli¢itih AEL uz koju nije bilo duzih perioda remisije (Tabela

39).
&

O-L O
O @11 O] WO ?
"Ye¥ JuRel:

Zdrav Muskarac Preminuo

muskarac oboelo od mugkarac / Proband
epilepsije

Zdrava Zena Preminula

Zena oboelela od Zena
epilepsije

Slika 55 Rodoslov pacijentkinje 1, nosioca DEPDCS5 c.422_432del, p.Alal41ValfsTer3

Tokom VEM je registrovano obilje interiktalnih S§iljaka sa maksimumom nad F8 ili F4
elektrodom, kao 1 6 habitualnih epileptickih napada iz spavanja sa nelateralizovanim iktalnim EEG
pocetkom sa bifrontalnim maksimumom (Slika 56). MR mozga od 3 T sa 3D FLAIR sekvencom je bio
uredan, dok je FDG-PET mozga pokazao hipometabolizam glukoze u desnom temporalnom i desnom
paracentralnom regionu koji sugerise FCD. Postavljena joj je dijagnoza nelezione FLE. Implantiran joj
je VNS 2019. godine uz koji se odrzavaju napadi viSe puta nedeljno uprkos primeni éetiri AEL.
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Slika 56 Dijagnosticki nalazi kod pacijentkinje 1: A interiktalni EEG — §iljak desno frontalno sa maksimumom na F4/F8
elektrodama u longitudinalnoj bipolarnoj montazi (strelica); B iktalni EEG — pocetak nad oba frontalna regiona u
longitudinalnoj bipolarnoj montazi (strelica); C MR mozga — uredan; D FDG-PET mozga — hipometabolizam glukoze
mezijotemporalno desno (narandzasta strelica) i pericentralno desno (plava strelica)
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4.3.2.2.1.2 Varijanta DEPDCS5 ¢.1287+2T>G

Ova varijanta je pronadena kod pacijentkinje 2 (38, Z) koja ima negativnu porodi¢nu anamnezu
na epilepsiju, jedan spontani epileptic¢ki napad ili febrilne napade i nema prethodne faktore rizika za
nastanak epilepsije.
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Slika 57 Dijagnosticki nalazi kod pacijentkinje 2: A interiktalni EEG — polisiljci levo temporoposteriorno sa maksimumom
na T6 elektrodi u referentnoj montazi prema AV elektrodi (strelica); B iktalni EEG — pocetak nad desnim
temporoposteriornim regionom u referentnoj montazi prema AV elektrodi (strelica); C izopotencijalna mapa interiktalnog

nalaza sam
hipometabo

aksimumom nad desnim temporoposteriornim regionom; D MR mozga — uredan; E FDG-PET mozga —
lizam glukoze temporalno desno (strelica)

Boluje od komorbidne depresije, anksioznosti i narcisticCkog poremecaja licnosti. Pocetak

epilepsije
tokom naj

je bio u uzrastu od 21 godine. Ima fokalne napade sa pomuéenjem svesti iz budnosti koji su se
floridnijeg perioda bolesti javljali viSe puta nedeljno uprkos terapijskim pokusajima sa 6 AEL,

ali je imala privremenu remisiju u trajanju od dve godine nakon uvodenja fenobarbitona. Povremeno
(rede od jednom godi$nje) ima i napade sa evolucijom u bilateralne tonicko-klonicke napade (Tabela 39).
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Tokom VEM su registrovani poliSiljci sa maksimumom nad T6 1 O2 elektrodama kao 1 dva
habitualna epilepticka sa evolucijom u bilateralne toni¢ko-kloni¢ke napade napada i iktalnim ritmom u
vidu repetitivnih $iljaka sa maksimumom nad T6 elektrodom. Na MR snimku od 1,5 T nije registrovana
epileptogena lezija dok je FDG-PET mozga registrovao hipometabolizam desnog temporalnog reznja
(Slika 57). Postavljena joj je dijagnoza epilepsije desnog posteriornog kvadranta. Pacijentkinja ima
napade viSe puta mesecno uz primenu dva AEL.

4.3.2.2.1.3 Varijanta NPRL2 ¢.197 198insAATAA, p.Cys67llefsTer45

Ova varijanta je detektovana kod pacijentkinje 3 (49, 7). Njena starija sestra je imala febrilne
napade, a sestra od tetke po majci je leena zbog epilepsije u detinjstvu (Slika 58). Pacijentkinja je imala
febrilne napade dok je bila odojce. Pocetak epilepsije je bio sa 14 godina zivota sa vise napada nedeljno
tokom najfloridnijeg perioda bolesti. Napadi su pocinjali autonomnom simptomima u vidu srcanih
palpitacija, neprijatnosti u abdomenu i povisenog arterijskog pritiska potom sa evolucijom u automotorne
napade. Nije imala duzih perioda remisije uprkos izmeni 6 razli¢itih AEL (Tabela 39).

%]
e
> ®

/

Zdrav Zena sa Preminuo
muskarac G febrilnim muskarac / Proband
napadima
Zdrava Zena Preminula
O Zena oboclela od Zena
epilepsije

Slika 58 Rodoslov pacijentkinje 3, nosioca NPRL2 ¢.197_198insAATAA, p.Cys671lefsTer45
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Slika 59 Dijagnosticki nalazi kod pacijentkinje 3: A interiktalni EEG — temporalna intermitentna ritmicna delta 1evo u referentnoj montazi prema AV elektrodi
(narandzasta strelica), ostar talas levo temporalno sa maksimumom na T1 elektrodi, 80% interiktalnog praznjenja (Zuta strelica), oStar talas desno temporalno sa
maksimumom na T2 elektrodi, 20% interiktalnog praznjenja (plava strelica) u bipolarnoj longitudinalnoj montazi; B iktalni EEG — pocetak levo temporalno (strelica),
evolucija u ritmicnu temporalnu tetu (+20s) i generalizacija (+40s) u referentnoj montazi prema AV elektrodi; C MR mozga — HS levo u FLAIR sekvenci (strelica) ; D
FDG-PET mozga — hipometabolizam glukoze mezijotemporalno levo (strelica)
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Tokom VEM su registrovane dve interiktalne populacije. Dominantna populacija Siljaka
(>80% ukupnog interiktalnog praznjenja) je imala maksimum nad T1 elektrodom i1 druga (<20%
ukupnog interiktalnog praznjenja) je imala maksimum nad T2 elektrodom. Osim opisane
epileptiformne aktivnosti, registrovana je i interiktalna neepileptiformna aktivnosti u vidu temporalne
intermitentne delta aktivnosti (TIRDA). Registrovana su tri habitualna epilepti¢ka napada sa iktalnim
ritmom u vidu ritmicne tete nad levim temporalnim regionom. Periiktalni kognitivni skrining je
pokazao deficit verbalne memorije. MR snimak od 1,5 T je pokazao sklerozu levog hipokampusa
(Slika 59). Na Epileptoloskom konzilijumu je zaklju¢eno da pacijentkinja boluje od levostrane
temporalne epilepsije udruzene sa sklerozom levog hipokampusa, kao i da je dobar kandidat za
hirurSko leenje  epilepsije. Savetovana je anteriorna temporalna lobektomija sa
amigdalohipokampektomijom koja je sprovedena 2019. godine. Postoperativnom patohistoloskom
analizom je potvrdena HS. Pacijentkinja je od operacije BN sa Cetiri AEL.

4.3.2.2.1.4 Varijanta NPRL3 ¢.1495C>T, p.Leu499Phe

Jedini nosilac ove varijante je pacijentkinja 4 (18, F) ¢iji brat od ujaka boluje od epilepsije i ¢iji je
deda po majci bolovao od epilepsije i preminuo od mogué¢eg SUDEP-a (

O—1H
O

O
| | | |
i O/O O

Zdrav Muskarac Preminuo

muskarac . oboleo od muskarac / Proband
epilepsije

Zdrava . Zena Preminula

Zena obolela od Zena
epilepsije

Slika 60). Epilepsija pocinje u prvoj godini zivota sa febrilnim, a potom i afebrilnim napadima
koji se javljaju i u budnosti i u spavanju. Napad pocinje osecajem stezanja u gusi koji je pracen
strahom, sr¢anim palpitacijama, nagonom na povracanje, potom joj pocrveni desna polovina lica i
ima nagon da pljune, potom nastupa pomucenje svesti sa oroalimentarnim automatizmima. Tokom
najfloridnijeg perioda bolesti, napadi se javljaju svakodnevno, ponekad po viSe puta dnevno. Imala
je oko 10 napada sa evolucijom u bilateralne toni¢ko-kloni¢ke napade, tipicno provocirane
febrilnos¢u. Najduzi period remisije tokom le¢enja je bio 6 meseci, uprkos primeni 8 AEL (Tabela
39).
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Zdrav Muskarac
muskarac oboleo od
epilepsije

Zdrava Zena
O Zena . obolela od
epilepsije
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o

O

Preminuo /
muskarac Proband

Preminula
zena

Slika 60 Rodoslov pacijentkinje 4, nosioca varijante NPRL3 ¢.1495C>T, p.Leu499Phe
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Slika 61 Dijagnosticki nalazi kod pacijentkinje 4: A interiktalni EEG — ostar talas levo temporalno sa maksimumom na T1 elektrodi u longitudinalnoj bipolarnoj i referentnoj
montazi prema AV elektrodi (strelica); B iktalni EEG — pocetak nad levim temporalnim regionom (strelica) i generalizacija (+85s) u longitudinalnoj bipolarnoj montazi; C MR
mozga — HS levo u FLAIR sekvenci (strelica); D FDG-PET mozga — hipometabolizam mezijotemporalno i insularno levo (strelica)
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Tokom VEM su registrovani oStri talasi nad levim temporalnim regionom sa maksimumom na
T1 elektrodi, kao i 3 habitualna napada od kojih jedan sa evolucijom u bilateralni tonicko-klonicki napad
(Slika 61). Periiktalnim kognitivnim skriningom je verifikovano o$tecenje verbalne memorije. Iktalni
ritam je zabelezen nad levim temporalnim regionom. MR od 1,5 T je pokazao levu HS dok je FDG-PET
mozga registrovao hipometabolizam glukoze u levom temporalnom i levom insularnom regionu. Na
Epileptoloskom konzilijumu je zakljueno da se radi o levoj epilepsiji temporalnog reznja plus udruzenoj
sa levom HS. Ima perzistentne napade uprkos primeni tri AEL.

4.3.2.3 Varijante od interesa u SCN1A genu

Detektovana je jedna SCN1A VOI (c.2123_2154dup, p.lle719ProfsTer7), koja nije prethodno
registrovana i nije pronadena u ClinVar ili GnomAD bazama, kao ni srpskoj bazi varioma (Tabela 37).
U pitanju je insercija 32 nukleotida sa poslediénom izmenom okvira ¢itanja (frameshift varijanta) i
prevremenim terminacionim kodonom. Lokalizovana je u egzonu 15 i korespondira D-linkeru izmedu
D1 i D2 transmembranskog domena Navl.1 (Slika 82). Pretragom u BLAST je nadeno da odgovara
sekvenciji u blizini mesta insercije §to je ¢ini manjom lokalnom duplikacijom. Klasifikovana je kao
verovatno patogena.

4.3.2.3.1 Karakteristike nosilaca varijanti od interesa u SCN1A genu

4.3.2.3.1.1 Varijanta SCN1A ¢.2123 2154dup, p.lle719ProfsTer7

Varijanta SCN1A c¢.2123 2154dup, p.lle719ProfsTer7 je pronadena kod dva pacijenta u
ispitivanoj grupi pacijenata (2,1%).

Pacijent 5 (36, M) ima rodenu sestru koja je bolovala od epilepsije do svoje 12. godine i koja je
bez terapije od svoje 18. godine. Pacijent je prvi napad imao sa 25 godina. Napadi su giratorni motorni
napadi sa pomucenjem svesti i okretanjem prvo pogleda, potom glave i tela u levo koji se javljaju i iz
budnosti i iz spavanja. Ovakvi napadi su se tokom najfloridnijeg perioda bolesti javljali preko tri puta
nedeljno dok su se napadi sa evolucijom u bilateralne toni¢ko-klonicke napade javljali dva do Cetiri puta
mesecno. Imao je epilepticki status sa 30 godina koji je bio precipitiran infektivnom epizodom i
febrilnos¢u. Lecen je sa Cetiri AEL, uprkos ¢emu se napadi odrzavaju. Najduzi period remisije koji je
imao u toku bolesti je trajao 11 meseci (Tabela 39).

Tokom VEM registrovane su dve interiktalne populacije, jedna nad desnim frontalnim regionom
sa maksimumom nad F4 elektrodom (50% interiktalnog praznjenja) i druga bifrontalno sa maksimumom
nad Fp2 elektrodom (50% interiktalnog praZnjenja), kao 1 Cetiri habitualna napada sa pocetkom nad
desnim frontalnim regionom. MR mozga na aparatu od 1,5 T je bio normalan, dok je FDG-PET mozga
pokazao hipometabolizam glukoze u desnom orbitofrontalnom, insularnom i temporalnom regionu
(Slika 62). Na Epileptoloskom konzilijumu je zakljueno da se radi o nelezionoj epilepsiji desnog
frontalnog reZnja.
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Slika 62 Dijagnosticki nalazi kod pacijenta 5: A interiktalni EEG — §iljak desno frontalno na F4 elektrodi (narandzasta
strelica strelica) i bifrontalno na Fp2 elektrodi (plava strelica) u longitudinalnoj bipolarnoj montazi; B iktalni EEG —
pocetak nad desnim frontalnim regionom (strelica) i generalizacijom (+15S) u longitudinalnoj bipolarnoj montazi; C MR
mozga — uredan; D FDG-PET mozga — hipometabolizam desno orbitofrontalno (narandzasta strelica), desno insularno
(plava strelica) i desno temporalno (narandzasta strelica)

Drugi nosilac ove varijante je pacijent 6 (51, M) koji je imao babu po ocu obolelu od epilepsije,
pored koje je proband jedini ¢lan porodice oboleo od epilepsije (Slika 63).

Boluje od epilepsije od svoje 25. godine sa komorbidnom depresijom i esencijalnim tremorom.
Napadi se javljaju i u budnosti i u spavanju i po€inju senzornim epigastri¢nim ili dismnestickim napadom
koji dalje evoluira u motorni napad sa bimanuelnim automatizmima i pomuéenjem svesti. Javljaju se

svake nedelje, obi¢no sa klasterima do 4 napada u toku dana. Neuspesno je leCen pomoc¢u 8 AEL (Tabela
39).
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Slika 63 Rodoslov pacijenta 6, nosioca varijante SCN1A ¢.2123_2154dup, p.lle719ProfsTer7

Tokom VEM registrovane su dve interiktalne populacije, jedna nad desnim temporalnim
regionom sa maksimumom nad T2 elektrodom (70% interiktalnog praznjenja) i druga nad levim
temporalnim regionom sa maksimumom nad T1 elektrodom (30% interiktalnog praZznjenja), kao i Cetiri
habitualna epilepticka napada sa pocetkom nad desnim temporalnim regionom. MR mozga na aparatu 3
T sa 3D FLAIR je pokazao kortiko-subkortikalne reduktivne promene bez vidljive epileptogene lezije.
FDG-PET mozga je pokazao hipometabolizam glukoze temporalno desno (Slika 64). Na Epileptoloskom
konzilijumu je zakljuceno da se radi o nelezionoj epilepsiji desnog temporalnog reznja. Ima perzistentne
napade uprkos primeni Cetiri AEL.
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Slika 64 Dijagnosticki nalazi kod pacijenta 6: A interiktalni EEG — Siljak levo temporalno na T1 elektrodi, 70%
interiktalnog praznjenja (narandzasta strelica) i Siljak desno temporalno na T2 elektrodi, 30% interiktalnog praznjenja
(plava strelica) u referentnoj montazi prema AV elektrodi; B iktalni EEG — pocetak nad desnim temporalnim regionom
(strelica) u longitudinalnoj bipolarnoj montazi; C MR mozga — uredan; D FDG-PET mozga — hipometabolizam desno
temporalno (strelica)

4.3.2.4 Varijante od interesa u GRIN2A genu

Dve GRIN2A VOI su detektovane u ispitivanoj grupi pacijenata (Tabela 37). Prva (¢c.3578T>G,
p.Leul193Trp) je missense SNV locirana u egzonu 14 GRIN2A gena koja korespondira C-terminalnom
domenu (CTD) GIuN2A (Tabela 37). Dovodi do nekonzervativne aminokiselinske supstitucije iz
aromati¢ne u alifaticnu aminokiselinu. Ova varijanta je prethodno prijavljena u ClinVar kao verovatno
benigna od strane vise izvora, i kao VUS od strane jednog izvora. Njen MAF u GnomAD bazi je 0.0001,
ali nije detektovana u srpskom variomu. Ima CADD skor manji od 30, anotirana je kao ,,T* od stane
MetaRNN i ima REVEL skor manji od 0,5. Uzevsi sve navedeno u obzir, klasifikovana je kao verovatno
benigna.

Druga varijanta registrovana u ispitivanoj grupi pacijenata (c.1586T>C, p.Val529Ala) je
missense SNV koja prethodno nije zabelezena u ClinVar, GnomAD ili srpskoj bazi varioma.
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Lokalizovana je u egzonu sedam koja korespondira S1 domenu proteinskog produkta i dovodi do
konzervativne aminokiselinske supstitucije iz jedne u drugu alifati¢cnu aminokiselinu (Tabela 37).
Anotirana je kao ,,D“ pomoc¢u MetaRNN, dok joj je CADD skor bio manji od 30 i REVEL manji od 0,5.
Klasifikovana je kao VUS.

4.3.2.4.1 Karakteristike nosilaca varijanti od interesa u GRIN2A genu

Varijante u GRIN2A genu su detektovane kod ukupno 2 pacijenta u ispitivanoj grupi pacijenata
(2,1%).

4.3.2.4.1.1 Varijanta GRIN2A ¢.3578T>G, p.Leul193Trp

Ova varijanta je detektovana kod pacijenta 7 (64, M) ¢ija rodena sestra ima unuka i unuku koji
boluju od epilepsije i kod kojih su napadi precipitirani febrilnim stanjem (Slika 65). Oboleo je od
epilepsije sa 2 godine zivota. Napadi pocinju senzornim autonomnim napadom u vidu hladnoce koja se
penje kroz telo, koji je potom pra¢en pomucenjem svesti i automatizmima desne ruke i koji su se pri
maksimalnoj frekvenciji javljali jednom u dva meseca. Sa jednakom frekvencijom su se javljali i napadi
sa daljom evolucijom u bilateralne toni¢ko-kloni¢ke napade. Napadi su Cesto precipitirani povisenom
telesnom temperaturom. Najduzi period remisije je bio 3 meseca, uprkos primeni 11 AEL (Tabela 39).
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Slika 65 Pedigre pacijenta 7, nosioca varijante GRIN2A ¢.3578T>G, p.Leul1193Trp

Tokom VEM je registrovana jedna interiktalna populacija Siljaka nad desnim temporalnim
regionom sa maksimumom nad T2 elektrodom, kao 1 ¢etiri habitualna epilepticka napada od kojih je u
jednom registrovana atenuacija osnovnih ritmova nad desnom hemisferom pracena bilateralnim iktalnim
ritmom, dok je iktalna aktivnost u preostala tri bila nelateralizovana. MR mozga na aparatu 1,5 T je
pokazao HS desno, dok je FDG-PET mozga registrovao siroku zonu hipometabolizma glukoze desnog
temporalnog reznja koja obuhvata anteriorne, mezijalne, lateralne kao i posterolateralne regione (Slika
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66). Na Epileptoloskom konzilijumu je zaklju¢eno da se radi o epilepsiji desnog temporalnog reznja plus
udruzenoj sa desnom HS. Ima perzistentne napade uprkos upotrebi cetiri AEL.
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Slika 66 Dijagnosticki nalazi kod pacijenta 7: A interiktalni EEG — §iljak desno temporalno na T2 elektrodi (narandzasta
strelica) u longitudinalnoj bipolarnoj montazi; B iktalni EEG — inicijalna atenuacija ritmova nad desnom hemisferom
(strelica), praceno bilateralnim ritmom (+35 S) u referentnoj montazi prema AV elektrodi; C MR mozga — HS desno; D
FDG-PET mozga — hipometabolizam desno temporalno (strelica)

4.3.2.4.1.2 Varijanta GRIN2A ¢.1586T>C, p.Val529Ala

Varijanta ¢.1586T>C, p.Val529Ala je registrovana kod pacijentkinje 8 (42, Z) &iji otac boluje od
epilepsije 1 koja je obolela od epilepsije sa 34 godine. Ima fokalne napade sa pomucenjem svesti koji se
javljaju viSe puta nedeljno bez duzih perioda remisije, uprkos terapijskim pokuSajima sa Cetiri AEL
(Tabela 39).
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Slika 67 Dijagnosticki nalazi kod pacijentkinje 8: A interiktalni EEG — Siljak levo temporalno na T1 elektrodi (strelica) u
longitudinalnoj bipolarnoj montazi; B iktalni EEG sa inicijalnom atenuacijom ritmova nad desnim temporalnim regionom
(strelica), sa evolucijom u ritmi¢nu deltu nad desnim temporalnim regionom (+39 s), potom tetu u istoj distribuciji (+49 s) i
potom ritmicnom tetom nad levim temporalnim regionom (+71 s) u longitudinalnoj bipolarnoj montazi; C MR mozga — HS
desno; D FDG-PET mozga — hipometabolizam obostrano temporalno (narandzasta strelica) i levo insularno (plava
strelica)

Tokom VEM je registrovana jedna interiktalna populacija nad levim temporalnim regionom i
maksimumom elektronegativnosti na T1 elektrodi, kao i dva habitualna napada sa iktalnim pocetkom
nad desnim temporalnim regionom. MR mozga na aparatu od 1,5 T je pokazao sklerozu desnog
hipokampusa, dok je FDG-PET mozga pokazao hipometabolizam oba temporalna i levog insularnog
reznja (Slika 67). Na Epileptoloskom konzilijumu je zakljuceno da pacijentkinja boluje od epilepsije
desnog temporalnog reznja plus udruzene sa desnom HS. Ima perzistentne napade oko jednom mesecno
uprkos primeni dva AEL.
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4.3.2.5 Varijante od interesa u PCDH19 genu

U PCDH19 je registrovana jedna VOI koja predstavlja inserciju od 17 nukleotida
(c.2417_2433dup, p.Asn812ProfsTer2). Ona nije prethodno prijavljena u ClinVar-u i nije registrovana u
GnomAD, kao ni srpskoj bazi varioma. Lokalizovana je egzonu tri i korespondira intracitoplazmatskom
domenu protokadherina 19. Pretragom insertovane sekvencije od 17 kodona u BLAST su nadena 383
mesta sa potpunim i nepotpunim preklapanjem od kojih su mnoga nadena u hromozomu 16, ali i u
neposrednoj blizini mesta insercije, te je zakljuceno da se radi o manjoj lokalnoj duplikaciji sa
posledi¢cnom izmenom okvira ¢itanja (frameshift varijanta). Klasifikovana je kao verovatno patogena
(Tabela 37).

Sem navedene, u PCDH19 je registrovana i insercija od 122 nukleotida
(c.2987_2988insCGACGGGACAGGTTATGCAGACAGTTTATCACTGACGGGTCTGCGTTGGCC
TGCAGGAGAGAGACCATACACAGACTCAAACGTGTGCACAGGGACACAGCTGGCATCGC
GCTGTCTATTGA, p.Glu996AspfsTer79) lokalizovana u egzonu Sest. Pretragom u BLAST, originalna
sekvenca je locirana u NPRL3 genu. Naknadnom vizuelnom inspekcijom je utvrdeno da se najverovatnije
radi o artefaktu sekvenciranja, zbog ¢ega je ona iskljucena iz dalje analize.

4.3.2.5.1 Karakteristike nosilaca varijanti u PCDH19 genu

4.3.25.1.1 Varijanta PCDH19 c.2417 2433dup, p.Asn812ProfsTer2

Varijanta ¢.2417_2433dup, p.Asn812ProfsTer2 je detektovana kod dva (2,1%) pacijenta, sa
frakcijom varijantnog alela 0,2 kod pacijenta 8 i 0,13 kod pacijenta 9. Kako se radi o muskim ispitanicima
i kako se PCDH19 gen nalazi na X hromozomu, ovakva frakcija varijantnog alela sugerise mozaicizam
porekla rane somatske varijante kod oba pacijenta.

Pacijent 8 (46, M) je oboleo od epilepsije sa 7 godina. Ima oca koji je imao jedan spontani
neprovocirani epilepticki napad. Ima napade 1 iz budnosti 1 iz spavanja u vidu inicijalnoj bilateralnog
somatosenzornog napada pracenog pomucéenjem svesti i genitopraksijom levom rukom sa evolucijom u
bilateralni asimetri¢ni toni¢ni napad i1 klonizmima leve polovine lica nakon ¢ega sledi evolucija u
bilateralni tonicko-klonicki napad. Ovakve napade ima jednom u par meseci bez duzih perioda remisije,
uprkos terapijskim pokusajima sa 5 AEL (Tabela 39).

Tokom VEM je registrovan jedan habitualni napad sa po€etkom iz spavanja i iktalnim pocetkom
nad desnim frontalnim regionom. MR mozga na aparatu od 3 T sa 3D FLAIR sekvencom je bio uredan,
dok je FDG-PET mozga pokazao hipometabolizam glukoze desno frontalno suprapolarno i obostrano
temporalno (Slika 68). Na Epileptoloskom konzilijumu je zaklju¢eno da pacijent boluje od nelezione
epilepsije desnog frontalnog reznja. Napadi se odrzavaju uprkos primeni tri AEL.
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Slika 68 Dijagnosticki nalazi kod pacijenta 9: A iktalni EEG — inicijalna atenuacija ritmova nad obe hemisfere (strelica), sa
evolucijom u teta/delta aktivnost nad desnim frontalnim regionom (+16 s), koji je potom vidljiv obostrano frontocentralno
(+215), nakon cega sledi generalizacija (+30 S) U referentnoj montazi prema AV elektrodi; C MR mozga — uredan; D
FDG-PET mozga — hipometabolizam desno frontalno suprapolarno (plava strelica) i obostrano temporalno (narandzasta
strelica)

Drugi nosilac ove varijante je pacijent 10 (19, M) ¢ija majka boluje od epilepsije i ¢ija bolest je
pocela kada je imao 17 godina sa napadima koji po€inju pomuéenjem svesti i evoluiraju u bilateralne
tonicko-kloni¢ke napade. Imao je ukupno Cetiri napada tokom perioda od godinu i po dana do trenutka
evaluacije, uprkos primeni dva AEL (Tabela 39).

Tokom VEM su registrovani ostri talasi nad levim temporoposteriornim regionom, dok napadi
nisu registrovani. MR mozga na aparatu od 1,5 T je bio normalan dok je FDG-PET mozga pokazao
hipometabolizam glukoze desnog frontalnog operkularnog, desnog okcipitalnog i desnog temporalnog
regiona (Slika 69). Na Epileptoloskom konzilijumu je zaklju¢eno da pacijent boluje od melezione fokalne
epilepsije neutvrdene lobarne dijagnoze.
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Slika 69 Dijagnosticki nalazi kod pacijenta 10: A interiktalni EEG — ostar talas levo temporoposteriorno nad T5 elektrodom
u longitudinalnoj bipolarnoj montazi (strelica); B MR mozga — uredan; C FDG-PET mozga — hipometabolizam desno
frontalno operkucarno (narandzasta strelica), desno okcipitalno (zZuta strelica) i desno temporalno (plava strelica)
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5 Diskusija

U periodu od priblizno 11 1 po godina u Centru za epilepsije Klinke za neurologiju
Univerzitetskog klini¢ckog centra Srbije je evaluirano 1354 pacijenta. Organizacija rada naseg Centra se
odrazava na specifi¢ne karakteristike kohorte koje je neophodno uzeti u obzir pri analizi nasih rezultata.
Naime, prijem i evaluaciju u Centru za epilepsiju indikuju lekari Centra koji su usko specijalizovani u
oblasti neurofiziologije i epileptologije. Pacijenti uklju¢eni u kohortu su ekstenzivno ispitivani u okviru
dijagnostickog protokola u kome je strogo definisan minimum evaluacije podrazumevao anamnezu i
pregled, standardne laboratorijske analize, VEM u trajanju od barem 96 h i MR mozga po epileptoloskom
protokolu: Pacijenti su tipi¢no tokom vise godina ambulantno prac¢eni od strane lekara Centra. Samim
tim, radi se 0 ta¢no i precizno fenotipski definisanoj grupi pacijenata pacijenta sa visokom pouzdano$c¢u
postavljene dijagnoze.

Protokol ispitivanja se, nalik drugim centrima, sastojao od detaljne epileptoloske anamneze
sprovedena uz pomo¢ semistruktuisanog upitnika, somatskog i neuroloskog pregleda, kompletne krvne
slike, koagulacionog statusa i osnovnih biohemijskih analiza, dugotrajnog VEM, MR endokranijuma po
protokolu za epilepsiju, neuropsiholoskog testiranja i dopunskih mera funkcionalnog neuroimidzinga
zasnovanog na metodama nuklearne medicine, u odabranim slucajevima (Baumgartner et al., 2019).
Indikacije za ispitivanje su na prvom mestu obuhvatale prehirursku evaluaciju pacijenata sa
farmakorezistentnom fokalnom epilepsijom, diferencijalnu dijagnozu paroksizmalnih dogadaja i
odredivanje sindromske dijagnoze epilepsije, zbog Cega je veéina pacijenata u nasem istrazivanju obolela
od FRE (American Electroencephalographic Society, 1994).

U ispitivanoj grupi pacijenata, kod 216 (16,0%) pacijenata je postavljena dijagnoza neepileptickih
paroksizmalnih dogadaja bez epilepsije, medu kojima su naj€es¢i bili PNEN od kojih je obolelo 108
(8,0%) pacijenata. Ovo je neSto manji broj nego $to je pokazano u drugim studijama u kojima se procenat
pacijenata sa PNEN kretao izmedu 10% i 30% (Dobesberger et al., 2011; Mohan et al., 1996). Verovatno
je ovakav ishod posledica specifiéne organizacije rada u okviru naseg Centra u kome se veliki broj
pacijenata sa PNEN dijagnostikuje u okviru hospitalne opservacije bez upotrebe video-EEG monitoringa.

Vecinu pacijenata u kohortama epileptoloskih centara Cine pacijenti sa FE (Dobesberger et al.,
2011), sto je evidentirano i u naSim rezultatima u kojima je dijagnoza GE postavljena kod 76 (6,9%),
KGFE 26 (2,3%) i NE 38 (3,4%) pacijenata, dok je dijagnoza FE postavljena kod 968 (87,4%) pacijenata
(Tabela 21, Slika 37). Razlog za to verovatno lezi u prognozi fokalne epilepsije i njenom odgovoru na
terapiju. Naime, jo§ od Rocesterske studije je poznato da GE ima 1 bolji faramkoterapijski odgovor 1
bolju dugoro¢nu prognozu nakon obustave terapije u odnosu na FE medu kojima svega oko tre¢ina
obolelih dozivljava dugoro¢nu remisiju nakon obustave AEL (Annegers et al., 1979). Zbog toga je
fokalna epilepsija povezana sa visokim morbiditetom, kao i socio-ekonomskim optere¢enjem kako
pacijenata tako i zdravstvenog sistema, te su ovi pacijenti tipicno predmet opseznih dijagnostickih
evaluacija i terapijskih razmatranja izvan konvencionalne antiepileptic¢ke terapije (loannou et al., 2022).
PrehirurSka evaluacija potencijalnih kandidata je jedna od najceS¢ih indikacija za evaluaciju u
epileptoloskim centrima i predstavlja prvi neophodni korak u hirurSkom lecenju epilepsije, koja je za ove
pacijente Cesto najbolji terapijski izbor (Engel, 2018).

U nasu studiju je ukljueno 965 konsekutivnih pacijenata sa fokalnom epilepsijom. Pacijenti su
bili ujednacene polne distribucije, a prosecna starost pacijenata pri ispitivanju je bila 32 (5-84) godine,
Sto je sli¢no rezultatima iz prethodnih studija (Dobesberger et al., 2011). Kod preko polovine obolelih je
bolest pocela do uzrasta od 14 godina, §to odgovara rezultatima iz hirurSkih centara u kojima su vrlo
malo zastupljeni pacijenti sa po¢etkom bolesti u kasnijoj Zivotnoj dobi (Mohan et al., 1996).
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Pozitivnu porodi€nu anamnezu na epilepsiju 1 epilepticke napade je imalo 160 (16,6%)
pacijenata, od kojih je 136 (14,1%) imalo pozitivnu porodi¢nu anamnezu na epilepsiju (Tabela 26, Slika
44). Najveéi broj pacijenata je imao jednog obolelog srodnika, medu kojima je kod oko 1/3 to bio srodnik
| stepena srodstva (Tabela 27, Slika 46). Dvadeset osmoro je imalo dva obolela srodnika, dok je daleko
manje obolelih imalo troje ili viSe obolelih srodnika. Vecina drugih studija je ograniCila definiciju
familijarne epilepsije na postojanje obolelih prvostepenih srodnika i one su nasle zatupljenost ovih
pacijenata od 5,6% u opstoj populaciji pacijenata sa FE (Peljto et al., 2014), do 12,0% u populaciji
pacijenata sa NAFE (Ottman et al., 1997). Jedna studija iz Indije koja je u analizu ukljucila srodnike do
Il stepena srodstva u koju su, sli¢no nasoj bili ukljuceni i srodnici sa jednim spontanim neprovociranim
napadom, febrilnim napadima, ali i akutnim simptomatskim napadima, je nasla pozitivnhu anamnezu na
epilepsiju i srodna oboljenja kod ¢ak 20% obolelih (Jain et al., 2004), te nasi rezultati ulaze u opseg onih
zabeleZenih u prethodnim studijama.

Nasa studija je obuhvatila srodnike do Il stepena srodstva. Opravdanost ovakve definicije
familijarne anamneze sastoji se u redukovanoj penetrantnosti genskih varijanti uklju¢enih u patogenezu
fokalne epilepsije zbog ¢ega mnogi oboleli nasleduju patogenu varijantu od zdravog roditelja (Baldassari
et al.,, 2019a). Stoga bi se ograni¢avanjem na analizu samo probanada sa obolelim prvostepenim
srodnicima prevideli mnogi pacijenti sa genetski determinisanom boleS¢u. Ovaj stav je odraZen 1 u
definiciji familijarne bolesti koris¢ene od strane Epi4K konzorcijuma u koju su takode ukljuceni srodnici
do Il stepena srodstva (Epi4K consortium and EPGP, 2017). Ipak, nedostatak ovog pristupa je u tome
S$to pouzdanost porodi¢ne anamneze opada sa porastom stepena srodnosti, kao i starosnom udaljeno$éu
probanda i obolelog srodnika, pogotovu kada se radi o stariji srodnicima (Ottman et al., 1996b). U nasoj
studiji, ovaj nedostatak je u najve¢oj mogucoj meri nadomescen uzimanjem porodi¢ne anamneze od
najstarijeg Zenskog srodnika, kada god je to bilo moguce, kako je u studijama pokazano da ovako
dobijena porodi¢na anamneza ima najveéu pouzdanost (Ottman et al., 2011).

Pozitivna porodi¢na anamneza na febrilne napade nadena kod svega 18 (1,9%) pacijenata, $to je
ispod ocekivane s obzirom na to da se njihova prevalencija u opstoj populaciji krece izmedu 2 i 5%
(Steering Committee on Quality Improvement and Management, Subcommittee on Febrile Seizures
American Academy of Pediatrics, 2008; Verity et al., 1985). Medutim, anamneza na febrilne napade kod
nekih pacijenata nije registrovana iz metodoloskih razloga jer su u ovu grupu svrstani samo pacijenti kod
koji je najblizi oboleli srodnik bolovao samo od febrilnih napada, ne i epilepsije. Medu srodnicima
obolelim od epilepsije verovatno postoji znacajan broj onih koji su prethodno bolovali od febrilnih
napada (Vestergaard et al., 2007), ali ti podaci nisu bili dostupni zbog nepouzdanosti anamneze o
dogadajima sa velikom vremenskom distancom, kao i napadima u odsustvu epilepsije (Ottman et al.,
2011) tako da nisu uzimani u obzir.

Najcesca lobarna dijagnoza medu naSim pacijentima je bila TLE (389, 40,3%), potom FLE (129,
13,4%), PQE (105, 10,9%) pacijenata (Tabela 23, Slika 41), $to se u velikoj meri podudara sa rezultatima
prethodnih studija (Semah et al., 1998). Lobarnu dijagnozu nije bilo moguce utvrditi kod skoro tre¢ine
pacijenata (310, 32,1%), prevashodno zbog strogih kriterijuma za postavljanje lobarne dijagnoze koji
postoje u nasem Centru i koji su kori$¢eni za potrebe definisanja lobarne dijagnoze u ovoj analizi (Str.
80).

Nova ILAE Klasifikacija epilepsije prepoznaje definisanje njene etiologije kao integralni deo
dijagnostickog postupka (Scheffer et al., 2017). Prema njoj je etiologija epilepsije klasifikovana u Sest
mogucih kategorija (Slika 1) koje se mogu medusobno preklapati, odnosno bolest moze pripadati jednoj
ili ve¢em broju etioloskih kategorija. Ilustrativan prototip ovog principa je TSC u kojoj je etiologija
epilepsije definisana i strukturnim (kortikalni tuber) i genetskim (TSC1 i TSC2) uzrokom. Prvi korak u
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definisanju etiologije epilepsije je u najve¢em broju slu¢ajeva MR mozga kojom je moguce definisati
strukturnu etiologiju bolesti kod preko polovine pacijenata sa FE (Wieshmann, 2003).

MR mozga je bila okosnica etioloSkih razmatranja tokom dijagnosticke evaluacije pacijenata u
nasem Centru. Standardni dijagnosti¢ki protokol je, shodno anamnestickim podacima, somatskom i
neuroloskom statusu, kao i nalazu MR mozga, bio dopunjen laboratorijskim ili drugim ispitivanjima u
slu¢ajevima sumnje na metabolicku ili inflamatornu etiologiju bolesti. Medutim, ovi pacijenti SU U
ispitivanoj grupi bili retki jer je vec¢ina pomenutih ispitivanja sprovedena tokom dijagnosti¢ke obrade
pacijenata pre razmatranja evaluacije u epileptoloskom centru, te za pacijente sa utvrdenom etiologijom
koja pripada jednoj od navedenih kategorija dalje epileptolosko ispitivanje ¢esto nije bilo indikovano.
Samim tim, u nasem istrazivanju postoji manja zastupljenost pacijenata navedenih etiologija bolesti.
Posebno je vazno istaci da su pacijenti sa epilepsijom kojoj je prethodila infekcija ili metabolic¢ki insult
koji se moze dovesti u vezu sa nastankom epilepsije, ali koji nije ostavio detektabilne markere oboljenja
poput laboratorijskih nalaza ili strukturne sekvele, kategorizovani u NLFE, a samim tim i u NSFE. Kako
je u naSem istrazivanju prosec¢no kaSnjenje epileptoloske evaluacije iznosilo 16 godina od trenutka
postavljanja dijagnoze, a kod nekih pacijenata bilo duze od 6 decenija, zaklju¢eno je da su kod ovakvih
pacijenata anamnestic¢ki podaci o insultima koji su prethodili nastanku bolesti, izuzev u retkim dobro
dokumentovanim slu¢ajevima, nedovoljno pouzdani za njihovo uklju¢ivanje u grupu SFE. Shodno tome,
u okviru ispitivane grupe pacijenata sa NSFE verovatno postoji i mali broj pacijenata sa nepotvrdenom
SFE.

Uzevsi sve navedeno u obzir, naSa studija etiologije FE je ograni¢ena na njenu strukturnu
etiologiju sa malim delom bolesnika ¢ija etiologija bolesti obuhvata i drugu etiolosku kategoriju. Medu
ograni¢enjima ovakvog pristupa je bitno ista¢i da MR mozga nije idealan alat u definisanju etiologije
strukturnih lezija i ¢esto postoje diskrepancije izmedu radioloski i patohistoloski definisane epileptogene
lezije (Kovacevi¢ et al., 2015). Ipak, MR mozga nam omogucava uvid u strukturnu etiologiju bolesti kod
daleko Sireg spektra pacijenata od onog u patohistoloSkim studijama koje su ograni¢ene na hirurSke
kohorte (Blumcke et al., 2017). Moderne studije koje sagledaju etiologiju pacijenata sa FE u kontekstu
savremenih indikacija za genetsko testiranje u velikim kohortama bolesnika epileptoloskih centara
nedostaju, te je medu ciljevima naSeg istrazivanja bilo i premos§¢avanje ovog jaza.

Dijagnosticki postupak u naSem Centru je podrazumevao MR mozga visoke rezolucije na aparatu
od 1,5 T prema epileptoloSkom protokolu koji obuhvata volumetrijske sekvence sa tankim presecima i
bez prostora izmedu susednih preseka (tzv. eng. interslice gap), kao i angulaciju preseka koja
optimizirana prema regiji mozga od interesa: Ispitivanje je kod nekih pacijenata dopunjeno i 3D FLAIR
volumetrijskom sekvencom na aparatu od 3 T. Prinos ovako sprovedene MR mozga u naSem istraZivanju
je bio 66,0%, dok kod 329 (34,1%) pacijenata nije zabeleZena epileptogena lezija (Tabela 24, Slika 42).
Pri analizi literaturnih podataka o zastupljenosti NLFE, nailazimo na veliku diskrepanciju izmedu
rezultata iz hirurskih kohorti, gde je njena ucestalost o¢ekivano manja i kreée se izmedu 16% (Bien et
al., 2009) i 23% (Berg et al., 2003), i opste populacije pacijenata sa FE ispitivanih u okviru epileptoloskih
centara medu kojima se NLFE moze nadi, slicno kao u nasem istrazivanju, kod oko treé¢ine pacijenata
(Nguyen et al., 2013; Wieshmann, 2003). Ovakvi rezultati odrazavaju praksu rada u nasem Centru, koji
nije isklju¢ivo opredeljen za ispitivanje hirurskih kandidata te samim tim obuhvata skup pacijenata koji
je blizi opstoj populaciji pacijenata sa FE od onih zastupljenih u hirurskim kohortama. Ovakvo
objasnjenje je podrzano i rezultatima kanadske studije Hainc i sar. u koju je bio ukljucen veliki broj
pacijenata koji nisu bili hirurski kandidati i u kojoj je tre¢ina obolela od NLFE uprkos primeni MR
aparata od 3 T u ¢itavoj grupi pacijenata (Hainc et al., 2022).
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Slika 70 Hipokampalna skleroza levo (Zute strelice): A - T2 koronarni presek — atrofija i gubitak digitacija; B — T2 FLAIR
koronarni presek — atrofija i povisen intenzitet signala;, C — T2 FLAIR aksijalni presek — atrofija i povisen intenzitet signala

Najcesca lezija u ispitivanoj grupi pacijenata je bila HS, koja je registrovana kod 213 (22,1%)
pacijenata (Tabela 24, Slika 42). Hipokampalna skleroza je najcesce hirurski leCena epileptogena lezija
i shodno tome je tipi¢no najzastupljeniji nalaz MR mozga u centrima koji su primarno orijentisani prema
hirur§kom le¢enju epilepsije. U njima se njena zastupljenost krec¢e izmedu jedne (Blumcke et al., 2017)
i dve trecine pacijenata (de Tisi et al., 2011). Medutim, pretpostavlja se da je ucestalost HS u opstoj
populaciji pacijenata sa FE daleko manja. U studijama fokusiranim na pacijente sa prvim napadom u
kojima je zastupljenost HS bila najmanja, ona je iznosila oko 10% (King et al., 1998), dok je dostizala
jednu ¢etvrtinu u kohortama epileptoloskih centara sa FRE (Wieshmann, 2003). Nasi rezultati su vrlo
sli¢ni onim iz serije Nguyen i sar. koji su analizirali 843 pacijenta u adultnom tercijarnom epileptoloskom
centru u Montrealu u koju su, sem pacijenata koji su razmatrani kao hirurski kandidati bili ukljuceni i
brojni pacijenti upuceni sa drugim indikacijama i medu kojima je 17% imalo HS (Nguyen et al., 2013).

Slika 71 Kortikalna trakasta heterotopija bilateralno (Zute strelice): A — T1 IR koronarni presek; B — T1 MPRAGE sagitalni
presek; C — T2 DIR koronarni presek

Interesantno je da je u naSem istrazivanju nadena sli¢na zastupljenost FCD (kod 107, 11,1%
pacijenata), glioze (kod 103, 10,7% pacijenata) i tumora (87, 9,0% pacijenata). U analizama koje su
ukljucivale pacijente sa prvim napadom (King et al., 1998) ili novodijagnostikovanom epilepsijom kod
odraslih pacijenata (Hakami et al., 2013), tumori su bili daleko ¢e$¢i od HS. Hakami i sar. su tumore
nasli kod 26 (2,6%) pacijenata sa novodijagnostikovanom epilepsijom, medu kojima su najzastupljeniji
bili meningeomi (15 pacijenata), a potom gliomi (6 pacijenata), dok je HS otkrivena kod svega 14 (1,4%)
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pacijenata. Nasuprot tome, u nasem istrazivanju su 60% tumora bili LEAT, vrlo sli¢no distribuciji u
EEBB (Blumcke et al., 2014), sto je verovatno odraz tendencije da se oboleli od glioma ili meningeoma
primarno zbrinjavaju prema onkoloskim indikacijama i relativno retko upucuju na epileptolosku
evaluaciju. Nasuprot tome, u studiji Wieshmann i sar. u kojoj je MR mozga visoke rezolucije radena
iskljuc¢ivo u sklopu prehirurSke evaluacije, tumori su ¢inili svega 5%, dok je HS detektovana kod 26%
kohorte (Wieshmann, 2003).

Slika 72 Hipotalamicki hamartom (Zute strelice): A — T2 FLAIR koronarni presek; B — T2 FLAIR aksijalni presek; C — T1
IR koronarni presek

FCD i druge kortikalne malformacije su u naSem isttrazivanju bile visoko zastupljene, ako
uzmemo u obzir to da se radi o dominantno adultnoj populaciji pacijenata, $to verovatno odrazava
¢injenicu da se u nasoj zemlji mali broj dece upucuje na hirursko leCenje epilepsije, kada se u drugim
zemljama pacijenti sa epilepsijom udruzenom sa kortikalnim malformacijama tipi¢no operisu (Vasilica
et al., 2023). Pritom, ne treba izgubiti iz vida da je senzitivnost MR mozga relativno niska za detekciju
FCD. Podaci iz jedne hirurSke serije pokazuju da ¢ak polovina pacijenata sa histoloski potvrdenom FCD
nije imalo vidljivu leziju na MR mozga (Bautista et al., 2003). Stoga treba imati u vidu da medu NLFE
verovatno postoji znacajan broj pacijenata sa ovom patologijom

Slika 73 Bilateralna perisilvijalna polimikrogirija (Zute strelice): A — T1 IR koronarni presek; B — T2 FLAIR koronarni
presek; C — T1 MPRAGE sagitalni presek

Glioza je Cesto registrovana u serijama pacijenata sa prvim napadom (King et al., 1998;
Olszewska and Costello, 2014), a malo zastupljena u hirur§kim kohortama (de Tisi et al., 2011), sto je
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verovatno posledica relativno dobrog faramkoterapijskog odgovora gde preko polovine ovih pacijenata
postize potpunu kontrolu napada uz pomo¢ antiepileptickih lekova (Semah et al., 1998). U ispitivanoj
grupi pacijenata je glioza registrovana kod 103 (10,7%) pacijenta, $to je verovatno odraz ve¢ pomenute
heterogene strukture kohorte nasih pacijenata kojima je prehirurSka evaluacija bila najées¢a ali ne 1 jedina
indikacija za ispitivanje i $to je gotovo identi¢no procentu dokumentovanom u ve¢ pomenutoj studiji

Hainc i sar koja je takode bazirana na populaciji pacijenata tercijernog epileptoloskog centra (Hainc et
al., 2022)

Slika 74 Glioza bilateralno okcipitalno (Zuta strelT1 ica):A — T2 FLAIR aksijalni presek, B — T2 FLAIR koronarni presek; C
— T1 IR koronarni presek

Zastupljenost vaskularnih malformacija u hirurskim kohortama (Blumcke et al., 2017), kao i
kohortama epileptoloskih centara (Wieshmann, 2003) ali i pacijenata sa prvim napadom (King et al.,
1998) je bila u velikoj meri ujednaéena i iznosila je oko 5%, $to je saglasno i sa nasim rezultatima.

Autoimuna epilepsija je registrovana u relativno malom procentu (svega 1,3% pacijenata), sto
verovatno odrazava relativno slabo prepoznavanje ovog entiteta tokom perioda pra¢enja nase kohorte.
Prema nekim autorima, ¢ak do 5% pacijenata sa epilepsijom nepoznate etiologije boluje od imunski
posredovane epilepsije (Dubey et al., 2017), zbog ¢ega se smatra jednim od najc¢e$¢ih neprepoznatih
uzro¢nika FRE. Medu naSim pacijentima ova dijagnoza je zahtevala prisustvo vidljivih MR promena,
zbog Cega su pacijenti sa neprepoznatom AIE u naSem istrazivanju verovatno svrstani u grupu NLFE.

Lokalizacija epileptogene lezije i njena konkordantnost sa elektro-klinickim karakteristikama
napada je vazan korak u definisanju lobarne dijagnoze FE (Kovacevi¢, 2017). Zbog toga nije
iznenadujuce da vise od polovine pacijenata sa neutvrdenom lobarnom dijagnozom U naSem istrazivanju
nije imalo vidljivu epileptogenu leziju (Slika 43, Tabela 25).

Etiologija epileptogenih lezija se znacajno razlikuje medu razli¢itim lobarnim sindromima. Medu
pacijentima sa TLE najCeS¢a lezija je oCekivano bila HS koja je otkrivena kod priblizno polovine
pacijenata sa ovim lobarnim sindromom, §to je u skladu i sa rezultatima ranijih studija (Jeha et al., 2006).
Pacijenti koji su imali elektro-klinicke karakteristike ekstratemporalne epilepsije sa udruzenom HS su u
nasem istrazivanju klasifikovani kao TLE+, zbog ¢ega HS nije registrovana medu pacijentima sa
dijagnozom FLE, PQE ili ILE. Pacijenti sa NSFE su ¢e$¢e imali TLE, dok je kod SFE ¢es¢e nadena
ETLE (Tabela 30), verovatno usled cCeste lokalizacije sekvela prethodnih insulta kao i tumora u
ekstratemporalnim regionima. Porodi¢na anamneza nije uticala na distribuciju lobarnih sindroma kod
pacijenata sa NSFE (Tabela 33).
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Slika 75 Fokalna kortikalna displazija tip 11b (Taylor-ov tip) na dnu sulkusa frontalno desno sa transmantle znakom: A — T2
FLAIT koronarni presek, dva susedna preseka; B — T1 IR koronarni presek

Oboleli od FLE, PQE 1 ILE su najces¢e imali FCD. U studiji iz Klinike u Klivlendu, SAD, od
158 pacijenata FLE 59% je imalo neku malformaciju kortikalnog razvoja, najc¢es¢e FCD (Simasathien et
al., 2013). U jednoj multicentri¢noj studiji koja je analizirala 548 pacijenata sa FCD iz 20 epileptoloskih
centara, FCD je bila locirana u frontalnom reznju kod 262, temporalnom kod 158, korteksu posteriornog
kvadranta kod 110, cingularnom girusu kod 10 i insuli kod 8 pacijenata (Wagstyl et al., 2022), sto je u
skladu i rezultatima iz naSe kohorte u kojoj je 38 pacijenata sa TLE; 32 pacijenta sa FLE, 24 pacijenta sa
PQE 1 7 pacijenata sa ILE imalo FCD. Naj¢eSc¢e vruce tacke u ovoj studiji su bile nadene u superiornom
frontalnom girusu, frontalnom i temporalnom polu, kao i celom duzinom superiornog temporalnog
girusa, §to moZe delimicno objasniti i relativno veliku zastupljenost FCD kod pacijenata sa PQE u naSem
istrazivanju. Naime, u odsustvu jasne anatomske granice, u nasem centru se iz prakti¢nih razloga granica
anteriorne temporalne lobektomije koristi za demarkaciju izmedu temporalnog 1 okcipitalnog reznja. To
zna¢i da su pacijenti sa leziom iza ove granice i konkordantnim elektro-klini¢kim sindromom
klasifikovani kao oboleli od PQE, a ne TLE ¢ak i ako imaju leziju u superiornom temporalnom girusu.

Glioza kao uzrok epilepsije se u pedijatrijskoj populaciji najcesce srece kao sekvela perinatalnog
hipoksi¢ko-ishemijskog ili hipoglikemijskog oStecenja mozga kada je tipi€no ograni¢ena na okcipitalne
reznjeve (Caraballo et al., 2004; Oguni et al., 2008), dok se u starijoj populaciji najpre javlja kao sekvela
mozdanog udara, infekcije, operacije ili traume, kada ¢esto zahvataju temporalne ili frontalne reznjeve
(Kazemi et al., 1997; Ouerdiene et al., 2023; Wang et al., 2023). Glioza je medu nasim pacijentima
leZi u starijoj populaciji u nasem istrazivanju U odnosu na one u kojoj dominira glioza posteriornih
segmenata (Dash et al., 2018) zbog ¢ega je u nasem istrazivanju zabeleZena i relativno male
zastupljenosti pacijenata sa HIE.
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Slika 76 Temporookcipitalni disembrioplastichi neuroepitelijalni tumor (Zuta strelica): A — T2 FLAIR aksijalni presek; B —
T2 FLAIR koronarni presek; C — T1 IR koronarni presek; D — T1 sa kontrastom koronarni presek

Drugi naj¢es¢i uzrok TLE bio tumor (kod 44, odnosno 11,3% pacijenata), §to je oCekivano s
obzirom na visoku zastupljenost LEAT u nasem istrazivanju (62,0% svih tumora) koji tipi¢no imaju
predilekciju za strukture paralimbickog regiona (Mandonnet et al., 2006), dok su se u FLE i PQE oni
javljali rede od FCD i glioze.

Vecina vaskularnih malformacija je lokalizovana u frontalnim reznjevima (Rosenow et al., 2013).
Medutim, epilepsija se ¢eSc¢e javlja kod temporalnin VM u odnosu na one lokalizovane u drugim
kortikalnim regionima, zbog Cega se u epileptoloskim kohortama (Goyal et al., 2023; Shih et al., 2022) i
hirur§kim serijama najc¢escée pronalaze u TLE (von der Brelie et al., 2013). U ispitivanoj grupi pacijenata,
VM su imale relativno ujednacenu zastupljenost u svim lobarnim sindromima, iako je daleko najveci
broj obolelih sa VM imao upravo TLE. Izuzetak je ILE u kojoj su VM zabelezene kod cak tri (23,1%)
pacijenata, u kojoj su bili drugi najces¢i uzrok ove epilepsije. U pregledima literature insularne VM
izostaju u hirur§kim kohortama i uglavnom su opisane kao pojedinacni slucajevi (Abe et al., 1997;
Sharma et al., 2016).

Slika 77 Insularna arterio-venska malformacija: A — MR mozga T2 FLAIR koronarni presek; B — MR mozga T2* aksijalni
presek, C — digitalna suptrakciona angiografija endokranijalnih krvnih sudova

Autoimuna epilepsija je bila retka 1 uglavnom vezana za epilepsiju neutvrdene lokalizacije, Sto je
u skladu sa tipi¢no difuzno rasprostranjenim lezijama (Graus et al., 2016).
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U kontekstu moderne etioloske paradigme, medu najvaznijim distinkcijama koje je potrebno
napraviti je ona izmedu SFE, koju mozemo dovesti u vezu sa spoljasnjim uzrokom mozdanog oste¢enja
1 NSFE kod koje se pretpostavlja snazan doprinos genetskih ¢inioca. lako su ovi termini tek od skoro u
upotrebi, oslanjaju se na poznatu distinkciju izmedu simptomatske i idiopatske/kriptogene bolesti.
Termin NSFE je prvi put upotrebljen od strane Epilepsy Phenoge/Genome Project (EPGP), istrazivackog
projekta Nacionalnog instituta za neuroloske bolesti i mozdani udar (eng. National Institute of
Neurological Disorders and Stroke, NINDS) u SAD, ¢ija prvobitna strategija je bila ispitivanje genetske
osnove genetskih generalizovanih epilepsija, nelezionih fokalnih epilepsije, infantilnih spazama, LGS i
epilepsije udruzene sa kongenitalnim malformacijama (Epi4K Consortium, 2012). Medutim, sa
akumulacijom znanja o njihovoj zajednickoj genetskoj osnovi, postalo je jasno da je pacijente sa
epilepsijom udruzenom sa HS i NLFE potrebno sagledati zajedno u okviru ispitivanja genetske osnove
FE, pogotovu ako se uzme u obzir da je HS medu najces¢im izazivac¢ima ove bolesti. Tako su u
seminalnoj studiji EPGP i Epi4K konzorcijuma pored pacijenata sa NLFE ukljuceni i pacijenti sa HS
(Epi4K consortium and EPGP, 2017), a kao zajednicki termin za ¢itavu grupu obolelih je upotrebljen
termin nestecena fokalna epilepsija . Sa daljom ekspanzijom razumevanja genetike FE postaje jasno da
bolesnici sa kongenitalnim malformacijama pripadaju istom patoloSkom kontinuumu (Guerrini et al.,
2020) te su u okviru nase studije oboleli od NLFE, FE udruzene sa HS i KPE zajednicki sagledani pod
terminom NSFE, dok se oboleli od FE udruzene sa gliozom izuzev onih u sklopu HIE, tumorima, VM
ili AIE sagledaju pod terminom SFE.

Ne treba izgubiti iz vida da su mnogi ¢inioci koje danas smatramo ste¢enim insultima takode
delimi¢no determinisani genetskim faktorima. Pa tako, kavernom, koji dovodi do epilepsije posredstvom
epileptogenog delovanja degradacionih produkata hema na okolno zdravo mozdano tkivo, moze da se
javiti familijarno u okviru genetski determinisanog sindroma (Morrison and Akers, 1993). Isto tako
epilepsija udruzena sa postanoksi¢nim sekvelama perinatalne traume je visoko uslovljena genetskim
faktorima koji dovode do HIE (Woodward et al., 2023). Sta vise, neke nokse ¢e dovesti do ispoljavanja
bolesti samo kod bolesnika odgovarajuc¢e genetske konstitucije. Tako je na primer kod postraumatske
epilepsije rizik od pojave epilepsije 2,3 puta veci kod obolelih koji imaju pozitivnu porodi¢nu anamnezu
na epilepsiju (Christensen et al., 2009). Cak i u slu¢aju akutnih simptomatskih napada je neophodno
postojanje genetske predispozicije koja dovodi do toga da se akutne noksa ispolji kao epilepticki napad,
dok se u njenom odsustvu to ne¢e dogoditi (Ottman et al., 1996a). Ipak, kako se radi o spektru entiteta
drugacijeg genetskog profila, sa daleko manjim genetskim uplivom, distinkcija izmedu NSFE i SFE
ostaje opravdana.

U naSem istrazivanju 253 (26,2%) pacijenata je obolelo od SFE (Slika 47) , §to se u visokom
stepenu podudara sa epidemioloskim podacima iz Rocesterskog registra (Hauser et al., 1991). Nije
nadena znacajna razlika u polnoj distribuciji obolelih niti starosti u trenutku ispitivanja. Medutim, shodno
premisi da je NSFE zavisna predominantno od urodenih, genetskih faktora, dok je stecena epilepsija
uzro¢no posledi¢no vezana za ste€enu noksu, poput traume ili mozdanog udara, pocetak bolesti je bio
ocekivano raniji (13 vs. 18 godina, p <0,001), pa je samim tim je i bolest duze trajala (17 vs. 12 godina,
p <0,001) kod obolelih od NSFE (Tabela 28). Sli¢no nasim rezultatima, epidemioloski podaci iz
Rocesterskog registra pokazuju da preko 80% obolelih od epilepsije pre 35. godine boluje od NSFE ili
epilepsije povezane sa kongenitalnim ili perinatalnim uzrokom, dok je posle ovog uzrasta prisutan
progresivan porast udela novoobolelih od epilepsije udruzene sa steCenim uzrocima poput mozdanog
udara, infekcije, traume, tumora ili degenerativne bolesti (Hauser et al., 1993). Ovi faktori posle 65.
godine postaju najc¢es$¢i uzrok novonastale epilepsije. lzuzetak u ovom trendu su oboleli tokom prve
godine zivota medu kojima je priblizno jednaka zastupljenost obolelih od NSFE i SFE. Dok broj
novoobolelih posle prve godine u grupi SFE progresivno opada do posle 35. godine kada ponovo pocinje
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da raste i dostize svoj vrhunac u starosti, kod NSFE se on odrzava relativno postojanim, a pocCinje da

.....

Nasi podaci su pokazali da je ucestalost prisustva epilepsije i srodnih poremecaja medu
srodnicima obolelih bila zna¢ajno ve¢a medu obolelima od NSFE (19,1% vs. 9,2%, p = 0,003), $to se
odrzavalo 1 kada su razmatrani samo pacijenti sa srodnicima obolelim od epilepsije (16,1% vs. 8,4%, p
= 0,003). Najrobusniji podaci o oboljevanju od epilepsije kod srodnika imamo iz seminalne Studije o
familijarnoj epilepsiji Univerziteta Kolumbija. Oni, u skladu i sa naSim rezultatima, pokazuju povecan
rizik od oboljevanja medu srodnicima obolelih od NSFE koji u toj studiji nije pokazan kod obolelih od
SFE (Ottman et al., 1996b). Sta vige, rizik od oboljevanja medu srodnicima obolelih od SFE je nezavisan
od toga da li je epilepsija posledica mozdanog udara, traume, infektivne bolesti, tumora ili drugih uzroka
i u svim navedenim grupama odgovara onom u opstoj populaciji (Ottman et al., 1996a). Ipak, pri analizi
rezultata iz Studije Univerziteta Kolumbija, kao i onih iz Rocesterskog registra i poredenju sa nasim
rezultatima treba uzeti u obzir ¢injenicu da su medu pacijentima u tim studijama kao posebna etioloska
grupa razmatrani pacijenti sa kongenitalnim ili perinatalnim uzrokom bolesti. U nju su bili ukljuc¢eni
pacijenti sa malformacijama kortikalnog razvoja, HIE i oni sa neutvrdenim uzrokom epilepsije, ali sa
udruzenom 1O. Njihovo izdvajanje kao posebnog entiteta je odraz percepcije ove grupe bolesnika kao
dela drugacijeg patoloskog spektra od NSFE. Medutim, osim §to je kod ovih pacijenata naden najvisi
rizik od oboljevanja srodnika od bilo koje epilepsije, naden je i specifi¢no povisen rizik od oboljevanja
od NSFE, dok je medu srodnicima obolelih od NSFE naden povisen rizik od oboljevanja od epilepsije
udruzene sa kongenitalnim ili perinatalnim uzrocima (Ottman et al., 1996a). Ovakvi rezultati sugerisu da
ova grupa bolesnika ¢ini deo istog patoloSkog kontinuuma sa NSFE, ¢ime je opravdano njihovo
ukljucivanje u ovu grupu u nasem istrazivanju.

U nasem istrazivanju su oboleli od SFE imali priblizno jednaku zastupljenost TLE i ETLE, dok
je kod pacijenata sa NSFE dijagnoza TLE bila znacajno ¢eSc¢a (Tabela 28). Ovi rezultati su u kontrastu
sa distribucijom lobarnih sindroma zabelezenoj u populacionih registrima gde je zastupljenost TLE
daleko veca u odnosu na ETLE u obe etioloske grupe (Sillanpéa et al., 1999; Zarrelli et al., 1999), ali je
saglasna sa onom videnom u studiji na pedijatrijskoj populaciji jednog epileptoloskog centra (Wakamoto
et al., 2004). Objasnjenje za ovu diskrepanciju Se verovatno sastoji u detaljnijoj evaluaciji pacijenata u
epileptoloskim centrima u poredenju sa pacijentima u registrima medu kojima je do 2/3 imalo nedefinisan
lobarni sindrom (Zarrelli et al., 1999), medu kojima je verovatno veliki broj obolelih sa ETLE:

Ekspanzija sekvenciranja nove generacije i Siroka dostupnost genetskog testiranja je nametnula
potrebu za boljim razumevanjem klinickih 1 radioloSkih markera koji mogu pomo¢i u selekciji kandidata
za genetsku dijagnostiku. Optimizacija strategije sekvenciranja prema potrebama definisane populacije
pacijenata omogucava redukciju troSkova uz obezbedivanje visokog prinosa ispitivanja. Ovakvim
pristupom se obezbeduje Sira dostupnost genetskog testiranja u epileptoloskim centrima sa ograni¢enim
sredstvima.

Studije iz druge polovine XX veka su uspostavile aktuelnu paradigmu prema kojoj su najrobusniji
pokazatelji genetski determinisane bolesti neutvrden ili kongenitalni uzrok, rani pocetak FE i prisustvo
epilepsije i srodnih poremecaja medu srodnicima. lako metodoloski minuciozne, interpretacija njihovih
rezultata zahteva razumevanje ograni¢enja nametnutih dostupnim dijagnostickim moguénostima u vreme
njihovog izvodenja, kao i oskudnom klinickom evaluacijom pacijenata u epidemioloskim registrima
(Ottman and Susser, 1992). Jedan od ciljeva nase studije bio je utvrdivanje ucestalosti familijarne pojave
epilepsije 1 srodnih poremecaja kod obolelih od NSFE razli¢itog radioloskog nalaza u velikoj grupi
pacijenata bolesnika jednog tercijernog epileptoloskog centra. OgraniCenje ovakvog pristupa je u tome
Sto je ucestalost pozitivne porodi¢ne anamneze neprecizan pokazatelj naslednosti jer u velikoj meri zavisi
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od metode akvizicije podataka, veli¢ine uklju¢enih porodica kao i1 odabira kontrolne grupe. Medutim,
iako komparacija broja obolelih i zdravih srodnika daje zna¢ajno preciznije podatke, ovakve analize su
vrlo osetljive na pogresnu klasifikaciju malog broja srodnika i obi¢no nisu dostupne u velikim kohortama
epileptoloskih centara (Ottman et al., 1996b). Mi smo pokusali da obezbedimo visoku ta¢nost nasih
podataka primenom semistruktuisanog upitnika kod svih pacijenata prilikom prijema u na$ centar, kao i
dopunom porodi¢ne anamneze od majke ili najstarijeg Zenskog srodnika, ¢ime je optimizirana akvizicija
anamenstickih podataka (Ottman et al., 2011). Za kontrolnu grupu je uzeta grupa bolesnika sa SFE koja
je dijagnosticki obradena prema istovetnom unapred definisanom protokolu. Ovakav pristup obezbeduje
veliku specificnost dobijenih rezultata, a ekstenzivna dijagnosticka obrada sprovedena u okviru
epileptoloskog centra obezbeduje veliku pouzdanost epileptoloske dijagnoze.

Familijarna pojava epilepsije i srodnih poremecaja U naSem istrazivanju je bila ¢e$¢a u svim
podgrupama pacijenata sa NSFE u odnosu na pacijente sa SFE, a njena zastupljenost je bila najveca kod
NLFE (Tabela 31), s$to nije iznenadujuce s obzirom na dugo pretpostavljanu genetsku osnovu ovog
entiteta. Sta vise, u skora$njoj studiji pacijenata sa novodijagnostikovanom epilepsijom iz Projekta
humane epilepsije (eng. Human epilepsy project), c¢ak 78% pacijenata sa pozitivnom porodi¢nom
anamnezom nije imalo vidljivu leziju na MR ¢ak i sa upotrebom MR mozga od 3 T (Bank et al., 2022),
Sto je verovatno posledica relativno vece zastupljenosti NLFE medu novodijagnostikovanim pacijentima
u odnosu na pacijente u tercijernim centrima.. U nasem istrazivanju je pozitivnu porodi¢nu anamnezu
imalo 23,7% obolelih od NLFE, §to je vrlo sli¢no rezultatima iz jedne indijske studije koja je obuhvatila
heterogenu kohortu pacijenata sa epilepsijom medu kojima su bili i pacijenti ispitivani u sklopu
prehirur§ke evaluacije i oni koji su ambulantno praceni (Jain et al., 2004). Ova studija je takode
obuhvatila srodnike obolele od epilepsije, kao i one sa febrilnim napadima, jednim spontanim
neprovociranim epileptickim napadom, ali 1 akutnim simptomatskim napadima kod srodnika do II
stepena srodstva i pronasla je obolele srodnike kod 22,6% obolelih od nelezione epilepsije, sto je, kao i
u nasoj studiji, bilo statisticki zna¢ajno ¢e$¢e u odnosu na pacijente sa SFE. Danska studija sprovedena
u pedijatrijskoj populaciji je takode pokazala slican udeo pacijenata sa NLFE koji su imali obolele
srodnike prvog stepena (23,4%) (Callenbach et al., 2003). U italijanskoj studiji sprovedenoj u okviru
Episcreen projekta su opservirani manji procenti bolesnika sa familijarnom pojavom bolesti — svega
6,5% prvostepenih srodnika obolelih od epilepsije, 3,2% sa febrilnim napadima i 0,5% onih sa febrilnim
napadima i epilepsijom (Bianchi et al., 2003). Ovakav raspon dobijenih rezultata je verovatno posledica
velike metodoloSke nedoslednosti medu studijama u kojima postoji varijabilna definicija stepena
srodstva srodnika koji se uzimaju u obzir prilikom analize, tipa epilepsije i srodnih oboljenja, kao i
analizirane populacije. Ipak, sve studije dosledno beleZze ceS¢u pojavu obolelih srodnika medu
pacijentima sa NLFE u odnosu na SFE, §to je potvrdeno i u studijama koje su ispitivale rizik od
oboljevanja medu srodnicima. Jedina novija epidemioloSka studija koja je izu€avala ovaj problem se
oslanja na Rocesterski registar 1 pokazuje 2,2 puta povecan rizik od oboljevanja medu srodnicima
pacijenata sa NLFE, dok kod pacijenata sa SFE on nije bio razli¢it u odnosu na opstu populaciju (Peljto
et al., 2014). Sta vise, familijarna pojava epilepsije je ¢e§¢a medu obolelima sa NLFE u poredenju sa
drugim pacijentima sa NSFE, poput onih sa HS (Asadi-Pooya and Farazdaghi, 2022).

Nije pronadena statisticki znac¢ajna razlika u distribuciji razli¢itih dijagnoza kod srodnika obolelih
od NSFE razlicite strukturne etiologije i SFE. Pacijenti sa SFE su imali jednog (8,4%) ili najviSe dva
obolela srodnika (1,7%), dok je su tri ili viSe obolelih srodnika imali samo pacijenti sa NSFE (Tabela 32,
Slika 49). Najveci broj srodnika je bio 7 koliko je zabelezeno kod dva pacijenta obolela od NLFE, sto je
u skladu sa ve¢ prethodno etabliranim snaznim genetskim doprinosom u nastanku ove bolesti.

U naSoj studiji je 15,5% obolelih sa HS imalo pozitivhu porodi¢nu anamnezu, $to je bilo statisticki
znacajno ¢eSc¢e u odnosu na obolele od SFE (Tabela 31), i $to je u skladu sa rezultatima ranijih studija
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(Briellmann et al., 2001). Medutim, u prethodnim studijama familijarna pojava epilepsije i srodnih
oboljenja je prijavljena kod nesSto veéeg procenta bolesnika koji se kretao od 20% do cak 58%
(Briellmann et al., 2001; Deleo et al., 2016; French et al., 1993; Sanchez et al., 2014). Interpretacija
podataka iz nekih od ovih studija je otezana prisustvom neocekivano velikog broja zdravih ispitanika sa
obolelim srodnicima, koji je u jednoj od studija bio ¢ak 24% (Briellmann et al., 2001), $to verovatno
odrazava specificnosti metodologije u ovoj studiji. U jednoj studiji koja je izucavala klinicke
karakteristike pacijenata sa razli¢itim histoloskim tipom HS nije nadena razlika u ucestalosti familijarne
pojave epilepsije, a ona se medu grupama kretala izmedu 14% i 31% (Deleo et al., 2016).

Hipokampalna skleroza je dugo smatrana steCenim entitetom, povezanim sa kompleksnim
febrilnim napadima i febrilnim epileptickim statusom. Ovo pitanje je opsezno analizirano u FEBSTAT
studiji koja je izuCavala posledice kompleksnih febrilnih napada (Lewis et al., 2014). Rezultati ove
studije su pokazali da kod dela dece kod koje nakon kompleksnih febrilnih napada dolazi do ostecenja
hipokampusa i posledi¢ne HS ve¢ postoje¢e abnormalnosti hipokampusa (McClelland et al., 2016). Ove
anomalije su verovatno uklju¢ene kako u proces razvoja HS tako verovatno figuriSu i kao
predisponiraju¢i faktor za razvoj kompleksnih febrilnih napada. Zdravi srodnici pacijenata sa HS takode
imaju suptilne morfoloske izmene hipokampusa koje je moguce detektovati pomoéu MR mozga (Tsai et
al., 2013; Yaakub et al., 2019). Sta vise, deca kod kojih postoji pozitivna porodi¢na anamneza na febrilne
napade imaju povecan rizik od razvoja kompleksnih febrilnih napada i febrilnog epileptickog statusa
(Hesdorffer et al., 2013). Kao potencijalno obja$njenje razmatrane su varijante u genima, kao §to su
natrijumske kanalopatije. U jednoj maloj pedijatrijskoj seriji bolesnika sa SCN1A varijante, HS je
ustanovljena kod ¢ak polovine pacijenata, dok je kod 10% bolest bila bilateralna (Van Poppel et al.,
2012). Osim toga, opisana je i familijarna forma mezijotemporalne epilepsije udruzena sa HS
(Cvetkovska et al., 2018; Gambardella et al., 2009; Striano et al., 2008). Ovi rezultati sugeri$u da se HS,
barem kod dela pacijenata, razvija kao posledica postojece genetske osnove, §to je podrzano i time da
familijarna i sporadi¢na HS imaju razli¢iti profil intracelularnih molekularnih procesa. Maurer-Morelli i
sar. su pokazali da u preparatima familijarne HS dominira mRNK ekspresija uklju¢ena u RNK obradu 1
sinapticki plasticitet, dok je kod sporadi¢ne dominirala aktivacija gena uklju¢enih u inflamaciju (Maurer-
Morelli et al., 2022). Samim tim je moguce je da u okviru histopatoloskog spektra HS postoji vise
etioloskih entiteta.

U grupi epilepsije sa KPE, obolele srodnike je imalo 14,9% pacijenata, $to je bilo ¢e$¢e u odnosu
na SFE, ali na granici statisticke znac¢ajnosti (Tabela 31). Ova grupa je obuhvatila heterogenu populaciju
bolesnika medu kojima su mali deo ¢inili i pacijenti sa hipoksicko-ishemijskom encefalopatijom, dok je
najveci broj oboleo od epilepsije udruzene sa kongenitalnim malformacija. U Studiji Univerziteta
Kolumbija je u ovoj grupi pacijenata pokazan najvec¢i rizik za oboljevanje medu srodnicima koji je bio
¢ak 3,1 puta vec¢i u odnosu na opstu populaciju (Ottman et al., 1996a), ali je medu nasim pacijentima sa
NSFE u ovoj grupi pacijenata procenat onih sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom bio najmanji. Sta
viSe, u literaturi je prijavljen vrlo varijabilan procenat pacijenata sa epilepsijom udruZenom sa
kongenitalnim malformacijama i familijarnom boles¢u koji se kretao u rasponu od 2% do 26% (Gungor
et al., 2007; Liu et al., 2015; Mathew et al., 2010; Mittal et al., 2014; Papayannis et al., 2012). U jednoj
studiji je ¢ak nadena veca ucestalost familijarne pojave epilepsije kod obolelih od FE druge strukturne
etiologije u odnosu na obolele od FE udruzene sa kongenitalnim malformacijama (Montenegro et al.,
2002a). Razlozi za ovakve rezultate su visestruki, ali sem metodoloskih razlika u dizajnu studija, veli¢ini
uzorka i ispitivanoj populaciji, verovatno veliki deo varijabilnosti potice od samih poremecaja.

Dobro je poznato da su mnoge kongenitalne malformacije determinisane genskim varijantama
koje kao znacajan faktor figuriSu i u njihovoj klasifikaciji (Barkovich et al., 2012). Medutim, mnoge
varijante udruzene sa kongenitalnim malformacijama nisu nasledene ve¢ nastaju de novo na nivou
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gameta (Touraine et al., 2022) ili u vidu somatskih varijanti tokom intrauterinog razvoja (Deb and
Bateup, 2021) kada su Cesto uslovljene prenatalnim noksama poput izlaganju teratogenim supstancama
ili infekciji. Zbog toga nije iznenadujuce da kod ¢ak 20% pacijenata sa kongenitalnim malformacijama,
epilepsiji prethodi neka prenatalna noksa (Liu et al., 2015), sa njihovom naj¢es¢om pojavom kod obolelih
od lizencefalije i shizencefalije (Gungor et al., 2007). Posebno je interesantno da se medu ovim
pacijentima belezi visoka stopa porodajnih komplikacija poput prevremenog porodaja ili perinatalne
asfiksije koja se moze videti ¢ak i kod Cetvrtine pacijenata (Mittal et al., 2014): Time se namece pitanje
kakav medusobni odnos imaju kongenitalne malformacije i HIE, pogotovu ako uzmemo u obzir da se
kod nekih pacijenata sa HIE moZe na¢i i udruzena fokalna kortikalna displazija (Wang et al., 2017). Sta
vise, kod dece obolele od HIE se ¢esto mogu detektovati patogene varijante u genima povezanim sa
nastankom epilepsije, $to je pokazano kod ¢ak 10/28 novorodencadi u jednoj studiji (Woodward et al.,
2023). Moguce je da neki pacijenti dijagnostikovani sa HIE imaju epilepsiju drugog kongenitalnog
uzroka, ali je isto tako moguce da su geni ukljuceni u nastanak epilepsije i kongenitalnih malformacija
predisponirajuéi faktor za nastanak HIE.

Uzevsi sve navedeno u obzir, nastanak kongenitalnih malformacija verovatno odreduje
medusobna interakcija noksi tokom intrauterinog razvoja i genetske osnove. Montenegro i sar. su
zakljucili da se u spektru malformacija kortikalnog razvoja izdvajaju tri grupe obolelih — oni sa FCD koyji
Cesto imaju udruzenu epilepsiju koja je tipi¢no teSka i farmakorezistentna, ali imaju manje izrazen
doprinos naslednih i prenatalnih ¢inioca, oni sa heterotopijom sive mase ili agirijom-pahigirijom kod
kojih je izrazena nasledna komponenta i oni sa PMG i shizencefalijom kod kojih je reda pojava epilepsije
ali postoji ¢vrsta povezanost sa naslednim i perinatalnim faktorima (Montenegro et al., 2002a). U naSem
istrazivanju, najce$¢a kongenitalna lezija je bila FCD (107/174, 61,5%), ¢ime se verovatno barem
delimi¢no moze objasniti relativno retka familijarna pojava epilepsije.

Pocetak epilepsije U ispitivanoj grupi pacijenata je bio kasniji u odnosu na opstu populaciju
bolesnika sa epilepsijom u svim etioloskim grupama (Tabela 34) i odgovarao je onom tipicnom za
adultne epileptoloske centre poput naseg (Bautista et al., 2003; French et al., 1993; Gasparini et al., 2013).
Pacijenti sa NSFE u svim grupama su imali raniji poéetak bolesti u odnosu na pacijente sa SFE, ali u
grupi obolelih sa NLFE ova razlika nije dostigla statisticku znac¢ajnost, verovatno zbog relativno retkog
pocetka NLFE tokom prvih pet godina zivota tokom kojih je procenat obolelih od NLFE i SFE bio
priblizno isti (12,2% vs.12,4%, Tabela 35). Kriva pocetka bolesti kod pacijenata sa NLFE je imala trend
rasta do sredine druge decenije da bi potom postepeno opadala do sredine cetvrte decenije kada se
zaravnjivala (Slika 50), a najve¢i broj obolelih od NSFE su imali pocetak bolesti izmedu 5. i 19. godine
zivota (Tabela 35). U svim ostalim grupama krive pocetka bolesti su imale tendenciju progresivnog pada
tokom prvih decenija zivota. Ovi rezultati su poredivi sa krivama uzrasno zavisne incidencije
novodijagnostikovane epilepsije koji su pokazani u Rocesterskom registru (Hauser et al., 1993).
Medutim, s obzirom na to da je naSe studija bila ograni¢ena na kohortu bolesnika epileptoloskog centra
u kojima su, kako je ve¢ ranije pomenuto, bolesnici sa pocetkom u kasnoj zivotnoj dobi relativno malo
zastupljeni, nije pokazan ocekivani porast broja obolelih posle 35. godine. Medutim, ¢ak 7,6% pacijenata
sa NLFE posle 40. godine, Sto sugeriSe pre uticaj steCenih faktora na nastanak bolesti u koju mogu biti
ukljuceni vaskularni (Abraira et al., 2019), inflamatorni (Stile et al., 2019) ili neurodegenerativni faktori
(Neri et al., 2022).

Studija porodi¢ne epilepsije Univerziteta Kolumbija je pokazala da je vreme pocetka bolesti kod
probanda dobar prediktor pojave epilepsije kod srodnika (Ottman et al., 1996a). Verovatnoca oboljevanja
medu srodnicima je bila 2,6-6,4 puta ve¢a u odnosu na opstu populaciju i nije se znacajno razlikovala
izmedu probanada koji su oboleli pre 15. i izmedu 15. 1 34. godine starosti. Nasuprot tome, rizik od
oboljevanja medu srodnicima obolelih posle 35. godine Zivota je bio isti kao u opstoj populaciji. U skladu
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sa ovim nalazima, kod naSih bolesnika je zabeleZeno znacajno ranije vreme oboljevanja u grupi
pacijenata sa NSFE i pozitivnom porodi¢nom anamnezom, ali ovakva razlika nije nadena u grupi obolelih
od SFE (Tabela 34), sto sugeriSe da uprkos postojanju pozitivne porodi¢ne anamneze, genetski faktori
mozda ne igraju presudnu ulogu u nastanku bolesti kod ovih pacijenata .

Priblizno 80% pacijenta sa NLFE ili HS 1 pozitivnom porodi¢énom anamnezom je obolelo od
epilepsije do 19. godine, dok je taj procenat dostizao preko 90% kod obolelih od FE udruzene sa KPE.
Sta vise, u svim podgrupama NSFE sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom je najkasnije vreme pocetka
on belezio i kasnije (Tabela 35). Kod FCD je u prethodnim studijama pokazano zna¢ajno ranije
oboljevanje medu pacijentima Sa pozitivnom porodicnom anamnezom (Montenegro et al., 2002b), sto je
podrzano i naSim rezultatima. Nasuprot tome kod obolelih sa HS i pozitivnom porodi¢nom anamnezom
pocetak epilepsije je bio kasniji i obi¢no je nastupao u adolescenciji (medijana 15 godina starosti)
(Janszky et al., 2004). U naSoj studiji nije nadena statisticki zna¢ajna razlika u pocetku bolesti izmedu
pacijenata sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom i onih bez nje u grupi pacijenata sa HS, iako je preko
70% obolelih sa pozitivnom porodiénom anamnezom imalo pocetak bolesti do 14. godine, dok je u grupi
sa negativnom porodi¢nom epilepsijom tako bilo kod svega polovine obolelih.

Uzevsi sve navedeno u obzir, verovatno je kod pacijenata sa NSFE bilo koje strukturne etiologije
koji obole posle 40. godine zivota verovatnoca genetskog uzroka bolesti mala, dok relativno Cest pocetak
bolesti u familijarnim slu€ajevima u Cetvrtoj deceniji opravdava razmatranje genetskog uzroka i kod
pacijenata sa ovako kasnim pocetkom u slu¢ajevima kada postoje drugi faktori koji sugerisu genetsku
bolest.

Korektno postavljena genetska dijagnoza moze biti kljucna informacija u odlukama o daljoj
dijagnostici, modalitetu lecenja, kao i optimizaciji terapijskog pristupa, cak i kod adultnih pacijenata
(Johannesen et al., 2020). Uprkos tome, pravilna selekcija pacijenata za testiranje je veliki klinicki
izazov, pogotovu u FE u kontekstu oskudnih klinickih smernica. Zbog toga u literaturi nailazimo na vrlo
varijabilnu kompoziciju uzoraka pacijenata uklju¢enih u studije sekvenciranja genskim panelima,
pogotovu kada se radi o adultnoj populaciji pacijenata. U nasu studiju je ukljuéena grupa od 96 pacijenata
obolelih od FE sa visokom klinickom sumnjom na genetski determinisanu bolest. S obzirom na Cestu
pojavu genetske bolesti medu obolelima od NAFE, naSe istraZivanje se fokusiralo na ovu grupu
bolesnika. Prednost pri selekciji je data pacijentima sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom na epilepsiju
1 srodne poremecaje. Medutim kako je naSa studija bila ograni¢ena na mali set gena, pri selekciji su
iskljuceni pacijenti iz grupe epilepsije udruZene sa KPE ¢ije strukturna etiologija nije dovedena u vezu
sa selektovanim genima tokom prethodnih istrazivanja. Finalnu grupu pacijenata je ¢inilo 76 (79,2%)
pacijenata sa NLFE, 16 (16,7%) pacijenata sa HS i 4 (4,2%) pacijenta sa FCD. Od njih, 65 (67,7%) je
imalo pozitivnu porodi¢nu anamnezu od kojih je kod 22 (22%) pacijenta najblizi oboleli srodnik bio 1,
kod 23 (24,0%) 11, a kod 20 (20,8%) bio 111 stepena srodstva. Dvadeset pet pacijenata (26,0%) je imalo
vise obolelih srodnika (Tabela 36).
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Tabela 42 Rezultati sekvenciranja genskim panelima u razlicitim studijama

McKnightetal.,, |J.Lietal., Hildebrand | Tsaietal., | Krennetal., | Xiong et ePte;:Jcca Nasa studiia
2022 2022 etal., 2016 2018 202) al., 2019 N J
2017b
Broj
A 2097 164 251 593 112 193 40 96
pacijenata
odrasli g'GL()FE+HS FRE FE ('\'7;':2%6
Populacija >18 godina FE 139 (86,0%) | NLFE+HS NLFE+HS | (130sa MR | NLFE ’
FCD 7 (4.2%) (94,4%) \ezijom) HS 16 (16,7%)
a7 J FCD 4 (4,2%)
Porodi¢na
anamneza Ne Ne Ne Ne Da Da Da Da
Kriterijum
detinjstvo 22,4% i
Potetak bolesti | adolesc.10.8% | 155 (SD 11,2) 15(1-67) | L399UQR 11750 14, 55p102)
7,58-21,56) | 70)
odraslo doba 8,6%
Pozitivha 40
porodiéna 598 (30%) 181 (11%) 51 (20%) 99 (16,7%) | 37 (33%) 0 (0%) (100%) | 65 (67.7%)
anamneza®
Broj Pa??!l razlhgtl;e Paneli razlicite
sekvenciranih | Yo <10 =070 veli¢ine (18-202 | 11 21 15 (455)* 3 64* 7
panela imalo <100
gena gena)
gena
Dijagnosticki 0 0 0 1,85% 0 0 0 0 0
orinos 10,9% 4,3% 0,8% (Lo6o%e) | B%(12%) 0,52% 12,5% 7,3%
SCARB?2, E,g;.}.’g’ ﬁggfgs’ DEPDCS5,
Geni sa 61 oy v - DEPDCS5, KCNT1 CHRNA4 SCNlA, SCNI1A, DEPDCS,
patogenim ECN, NYCESEL | bcDH19, LGIL, ' ' ' DEPDC5 | PCDH19, | NPRL2, SCN1A,
o SCN1A i MECP2 SCN1A DEPDCS5, PCDH19,
varijantama SCN1A, MT- GABRG2, | PCDH19
TL1, CHRNA7Y PCDHL9, STXIB, NPRL2
' SLC2A1 GABRG2

FE — fokalna epilepsija; FRE — farmakorezistentna epilepsija; SD — standardna devijacija; NAFE — nesteGena fokalna epilepsija; HS — hipokampalna skleroza; NLFE — neleziona
fokalna epilepsija; IQR — interkvartalni raspon (eng. interquartal range), FCD — fokalna kortikalna displazija (eng. focal cortical dysplasia); *Sekvenciranje sprovedeno upotrebom

WES ali je analizirano samo deo gena; ® Definicija porodi¢ne anamneze jako varijabilna izmedu studija; ¢Prinos kod pacijenata bez intelektualne onseposobljenosti
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Prethodne studije su u pogledu klini¢kih i radioloskih karakteristika ispitanika imale vrlo razlicite
selekcione kriterijume (Tabela 42). Medu onim koje prilikom selekcije nisu uzimale u obzir porodi¢nu
anamnezu, ona je bila pozitivna kod izmedu 12% i 30% pacijenata (Hildebrand et al., 2016; J. Li et al.,
2022; McKnight et al., 2022; Tsai et al., 2018). Medutim, definicija pozitivne porodiéne anamneze je
jako varirala medu studijama tako da je od strane jedne grupe autora definisana kao prisustvo bilo kog
neuroloskog oboljenja kod bilo kod srodnika (McKnight et al., 2022), dok su druge grupe imale
restriktivnije definicije ograni¢ene iskljuivo na dijagnozu epilepsije kod prvostepenih srodnika
(Hildebrand et al., 2016; J. Li et al., 2022). U nasem istrazivanju je 22 (22,9%) pacijenata imalo obolele
prvostepene srodnike, $to je sli¢no studiji Hildebrand i sar. koji su epilepsiju detektovali kod 20%
prvostepenih srodnika (Hildebrand et al., 2016). U studiji Krenn i sar. u kojoj je jedan od ali ne i obavezan
inkluzioni kriterijum bio epilepsija ili napadi kod barem jednog prvostepenog ili barem dva drugostepena
srodnika, je 33% pacijenata imalo pozitivnu porodi¢nu anamnezu (Krenn et al., 2020), $to je vrlo sli¢no
nasoj studiji (Slika 53).

Izuzev studije Li i sar u koju je ukljuceno 4,2% pacijenata sa FCD (J. Li et al., 2022) i Xiong i
sar. koja je ukljucila 130 pacijenata sa razli¢itim lezijama na MR mozga, vecina studija se fokusirala na
sekvenciranje kod pacijenata sa NLFE i HS. Ovako definisana grupa ispitanika se poklapa sa
originalnom EPGP definicijom NAFE koja je i dalje u Sirokoj primeni (EPGP Collaborative et al., 2013).
Medutim, u nasoj studiji su sem ovih pacijenata, uklju¢ena i 4 pacijenta sa FCD. Kako je na$ panel gena
u veéem broju prethodnih studija povezan sa nastankom ove i srodnih MCD (Baldassari et al., 2019a;
Barba et al., 2014; Kurian et al., 2018; Lai et al., 2022; Strehlow et al., 2019), isklju¢ivanje ovih
pacijenata, pogotovu onih sa obolelim srodnicima, smo smatrali neopravdanim, sto je dodatno podrzano
time $to se udeo pacijenata sa detektovanim varijantama nije statisticki znacajno razlikovao izmedu
pacijenata sa lezionom i nelezionom NAFE kada su posmatrani svih sedam gena (20,0% vs. 7,9%, p =
0,209), kao i Epi4K/EPGP subset gena (10,0% vs. 7,9%, p = 0,670) ili samo geni GATOR1 kompleksa
(10,0% vs. 2,6%, p = 0,191).

Prosecna starost na pocetku bolesti je bila relativno ujednacena medu kompariranim studijama,
ukljucujudi i nasoj, i kretala se izmedu 14,0 1 17,5 godina (Tabela 42). lzuzetak je bila studija McKnight
1 sar. koja nije prijavila prosecnu starost pacijenata, ali je navela da Zivotnu dob pocetka bolesti za
pacijente za koje je ona bila poznata 1 u njoj je relativno veliki broj obolelih imao poc¢etak u detinjstvu u
odnosu na druge uzrasne grupe (McKnight et al., 2022). Interesantno je da izuzev nase studije i studije
Krenn 1 sar, drugi autori nisu definisali vreme pocetka bolesti kao kriterijum pri selekciji, uprkos ¢emu
se ona nije znacajno razlikovala izmedu studija. Moguce je da je ovaj fenomen barem delimi¢no
objasnjen iskljucivanjem pacijenata sa SFE §to su podrazumevale sve studije, ali deo objasnjenja
verovatno lezi u tendenciji klini¢ara da bolesnike sa ranijim pocetkom bolesti upucuju na genetsko
testiranje, $to je bio metod selekcije u analizi McKnight i sar. i Li i sar. (J. Li et al., 2022; McKnight et
al., 2022)

Veéina pacijenata u ispitivanoj grupi pacijenata je imala TLE (43, 44,8%), a priblizno trecina
(31, 32,3%) nije imala utvrdenu lobarnu dijagnozu (Tabela 36). naspram tome, u drugim kohortama je
procenat obolelih od TLE bio znacajno veéi i kretao se izmedu 51% i 65% (Hildebrand et al., 2016;
Krenn et al., 2020; Tsai et al., 2018). U ispitivanoj grupi je komparativno bio vec¢i broj obolelih od
epilepsije neutvrdenog lobarnog sindroma, verovatno usled strogih kriterijuma koji se u nasem centru
koji su nametnuti orijentacijom naSeg centra prema prehirurS$koj evaluaciji prilikom odredivanja
lokalizacionih sindroma.

Veci broj studija je bio fokusiran na pacijente sa FRE, verovatno zato $to su ovi pacijenti najveci
klini¢ki izazov u epileptoloskim centrima. U studiji McKnight i sar je zastupljenost ovih pacijenata bila
39,7%, $to odgovara onoj u opstoj populaciji pacijenata sa epilepsijom (McKnight et al., 2022), dok je u
drugim poput Krenn i sar. gde je FRE bila jedan od inkluzionih kriterijuma, njihov broj bio daleko ve¢i
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(77%) (Krenn et al., 2020). Studija Xiong i sar. je ukljucila isklju¢ivo pacijente sa FRE, verovatno jer je
ispitivala gene GATOR1 kompleksa kod kojih je bolesti ¢esto rezistentna na AEL (Xiong et al., 2019).
Sta vise, DEPDCS5 je identifikovan kao potencijalni genetski &inilac u nastanku FRE kod pacijenata sa
NAFE (Wolking et al., 2021). U naSem istrazivanju je su svi pacijenti, izuzev Cetiri pacijenta sa
novodijagnostikovanom epilepsijom, zadovoljavali ILAE kriterijume za FRE (Kwan et al., 2010), sa
prosecno 5.2 terapijska pokusaja sa razli¢itim lekovima (Tabela 36), verovatno zato $to je FRE bila
primarna indikacija za ispitivanje u okviru naseg centra.

U ispitivanoj grupi pacijenata su kod 17,7% identifikovani febrilni napadi, a kod 15,6% minorna
povreda glave koja je prethodila pojavi epilepsije. U drugim kohortama nije izuavan znacaj ovih
predisponirajucih faktora za nastanak epilepsije, sem u jednoj je febrilne napade imalo 9% kohorte
(Krenn et al., 2020).

Intelektualna onesposobljenost i usporen psihomotorni razvoj su cest podstrek za genetsko
testiranje epilepsije u svakodnevnoj praksi kako kod dece (Srivastava et al., 2014), tako i u adultnoj
populaciji (Devinsky et al., 2015). Zbog toga nije iznenadujuce da je velika proporcija pacijenata u
kohortama genetski testiranih pacijenata sa epilepsijom imalo pratecu 10 koja je bila prisutna kod 7%
do 22% pacijenata (J. Li et al., 2022; McKnight et al., 2022; Tsai et al., 2018), pogotovu u kohortama sa
relativno velikom zastupljenoséu epilepsije ranog pocetka, kao §to je u slucaju studije McKnight i sar.
Nasa studija je kao ekskluzioni kriterijum imala umerenu ili tesku 10 (Poglavlje 3.3.1). Time smo, poput
drugih autora (Krenn et al., 2020; Perucca et al., 2017b), obezbedili isklju¢ivanje obolelih od epilepsije
koja se javlja u sklopu multisistemskih oboljenja, drugih neuroloskih bolesti, kao i onih obolelih od D/EE
od detinjstva jer su fokus naSeg istrazivanja bili pacijenti sa tzv. nesindromskom epilepsijom, koji su
ujedno i najcesc¢i pacijenti u okviru epileptoloskih centara.

Shodno svemu navedenom, naSa grupa ispitanika je bila u velikoj meri konkordantna sa
kohortama u prethodnim sli¢nim istraZivanjima te su na nasi rezultati u tom smislu uporedivi sa onim iz
ranijih publikacija.

Specifi¢nost genetike u epilepsiji se sastoji u velikoj genotipsko-fenotipskoj heterogenosti, zbog
koje je uprkos mnoStvu dokaza koji govore u prilog njenoj genetskoj osnovi, gensko otkrice u
epileptologiji kasnilo u odnosu na druge slicne bolesti. Sekvenciranje nove generacije je pristupacna
metoda koja je omogucila relativnu neselektivnost u odabiru gena kao 1 pacijenata ukljuenih u
ispitivanje, zbog ¢ega je bila dostupna u Sirokom rasponu klini¢kih scenarija. Time je omoguceno otkrice
prethodno neocekivanih korelacije 1 varijacija. Naime, kod gena ukljucenih u nastanak epilepsije je
pokazana velika fenotipska varijabilnost, kako u rasponu razli¢itih varijanti u okviru istog gena, tako i u
klinickoj ekspresiji istih varijanti koje u oba slucaja rezultuju heterogenim klini¢kim konsekvencama.
Isto tako, jedan fenotipski entitet moze biti povezan sa varijantama u velikom broju razli¢itih gena.
Drugim re¢ima, kod najveceg broja pacijenta sa FE fenotipske karakteristike nisu dovoljne za precizno
predvidanje ni gena ni tipa genskih varijanti, zbog ¢ega je ¢esto neophodno sprovoditi istovremeno
sekvenciranje velikog broja gena. Stoga nije iznenadenje da su studije koje su ispitivale prinos razlicitih
pristupa sekvenciranju uglavnom pokazivale vec¢i prinos WES u odnosu na genske panele sa ograni¢enim
brojem gena (Sheidley et al., 2022), mada u nekim razlika nije bila dramati¢na (Stefanski et al., 2021).
Ipak WES ima brojna ogranic¢enja koja obuhvataju dugo ¢ekanje rezultata, ¢estu pojavu incidentalnih
nalaza nejasnog klini¢kog znacaja kao i visoke troskovi testiranje uprkos dobrom odnosu troska i benefita
u odnosu na ranije koris¢ene metode (Sanchez Ferndndez et al., 2019). Zbog toga je strategija formulacije
panela specifi¢énih za odredenu populaciju pacijenata verovatno opcija sa optimalnom isplativoscu
(Ream and Patel, 2015). Tako je pionirska studija Lemke i sar. pokazala da se upotrebom panela sa
velikim brojem gena kod obolelih od FRE moze postaviti molekularna dijagnoza kod blizu polovine
pacijenata (Lemke et al., 2012).
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Tokom poslednje decenije je objavljen veliki broj NGS studija u epilepsiji, medutim fokus vecine
od njih su bili pedijatrijski pacijenti, oboleli od epilepti¢kih encefalopatija ili pacijenti sa udruzenom |O.
Prvi veliki iskorak u ¢estim FE je napravljen studijom Epi4K Konzorcijuma i EPGP (Epi4K/EPGP)
kojom je ustanovljena statisti¢ki znacajno opterecenje DEPDCS5 ultra-retkim varijantama kod obolelih
od familijarne NAFE, dok su naredna cetiri gena najopterecenija gena bili redom LGI1, PCDH109,
SCN1A i GRIN2A (Epi4K consortium and EPGP, 2017). Medu ciljevima naSe studije je bilo utvrdivanje
prinosa sekvenciranja ovim setom gena u dominantno adultnoj grupi pacijenata bolesnika sa NAFE i
klinickim indikacija sa genetsko testiranje. Ovako konstruisan genetski panel je u naSem istrazivanju
imao dijagnostic¢ki prinos od 6,2% (6/96 pacijenata), koji je porastao na 7,3% (7/96) kada su panelu
dodata preostala dva gena koja sa DEPDCS5 kodiraju subjedinice GATOR1 kompleksa, NPRL2 i NPRL3.
Dodatna dva pacijenta su bili nosioci VUS (jedan u GRIN2A, drugi u NPRL3), dok je jedan pacijent bio
nosilac verovatno benigne varijante u GRIN2A.

Velika meta analiza je pokazala da je prosecan prinos testiranja genskim panelima u FE iznosio
7%, kao i da je prinos rastao sa brojem ukljuc¢enih gena (Sheidley et al., 2022). Studija McKnight i sar,
do sada najveéa analiza upotrebe genskog sekvenciranja kod adultnih pacijenata sa varijabilnim
fenotipom je pokazala porast prinosa sa ukljué¢ivanjem veéeg broja gena u testiranje, ali ova razlika nije
bila statisticki znacajna (McKnight et al., 2022). Ukupni dijagnostic¢ki prinos u ovoj studiji je iznosio
svega 10,9% iako je 1,6% pacijenata bilo testirano panelom manjim od 100 gena. Druga sli¢na studija u
Kanadi je nasla jo§ skromnije rezultate sa dijagnostickim prinosom od svega 4,3% (J. Li et al., 2022).
Medutim, ove studije ne uzimaju u obzir individualne karakteristike pacijenata 1 primerenost
selektovanih panela njihovoj klinickoj slici.

Dve studije sa manjim panelima koje su obuhvatile dominantno pacijente sa FE su takode
pokazale manji prinos u odnosu na nasu studiju iako su koris¢eni paneli od 11 odnosno 21 gena koji su
obuhvatali sve gene ukljuéene u nasu studiju izuzev NPRL2 i NPRL3.. Hildebrand i sar. su ukljucili 251
pacijenta sa NAFE medu kojima je slicno nasem istrazivanju 20% obolelih imalo pozitivnu porodi¢nu
anamnezu kod prvostepenih srodnika (Hildebrand et al., 2016). Autori su pokazali patogene varijante
kod svega dva (0,8%) pacijenta, iako je kori$¢en panel od 11 gena. Medutim, vazno je napomenuti da su
iz kohorte u ovoj studiji iskljuCena Cetiri pacijenta sa prethodno postavljenom genetskom dijagnozom i
koji su za potrebe studije koris¢eni kao pozitivne kontrole. Sta vise, u ovoj studiji je detektovano jo$
devet varijanti medu ispitivanim genima od kojih je ¢ak 8 bilo klasifikovano kao VUS. S obzirom na
nova saznanja o fenotipsko-genotipskim korelacijama koja su akumulirana od objavljivanja ove studije
mogla, neke od ovih varijanti bi mogle biti reklasifikovane kao verovatno patogene. U studiju Tsai i sar.
je bio ukljuen znaCajno manji broj obolelih sa pozitivnom porodiénom anamnezom, ¢ime autori
objasnjavaju relativno mali prinos koji je iznosio 1,26% kod obolelih od FE bez 10 (Tsai et al., 2018).
Naime, u populaciji pacijenata sa pozitivnom porodicnom anamnezom je dijagnosticki prinos u ovoj
studiji bio znacajno ve¢i i iznosio je 4%. Ovo objasnjenje je podrZano i malim prinos sekvenciranja koji
je pokazan u grupi pacijenata sa sporadi¢cnom FRE kod kojih su sekvencirani geni GATOR1 kompleksa
(Xiong et al., 2019). Nasuprot tome, u studiji Perucca i sar. koja je ukljucila iskljuc¢ivo pacijente sa
pozitivhom porodi¢nom anamnezom kod srodnika do II stepena srodstva, dijagnosticki prinos analize
sekvenciranja 64 gena je bio ¢ak 12,5% (Perucca et al., 2017b). Medutim u na$oj studiji nije pronadena
statisticki znacajna razlika u detekciji varijanti izmedu pacijenata sa pozitivhom 1 onih sa negativnom
porodicnom anamnezom pri analizi svih sedam gena, kao ni pri analizi pet gena definisanih u
Epi4dK/EPGP bez NPRL2 i NPRL3, sto se mozda moze objasniti relativno malim uzorkom pacijenata,
mada je ta razlika izostala i u ve¢im studijama (McKnight et al., 2022).

Moguce je da se mali dijagnosticki prinos u prethodnim studijama moze barem delimic¢no
objasniti i relativno neselektivnhom inkluzijom pacijenata. Nasuprot njihovim skromnim rezultatima, u
jednoj novijoj studiji je pri analizi svega 15 gena pokazana dijagnosticki prinos od 8% (Krenn et al.,
2020). Ova studija je imala veliki broj sli¢nosti sa naSom u pogledu pre svega selekcije pacijenata.
Inkluzioni kriterijumu u studiji Krenn i sar. su podrazumevali pozitivnu porodi¢nu anamnezu kod jednog
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prvostepenog ili dva drugostepena srodnika, pocetak bolesti pre navrSene 25. godine ili FRE. Sli¢no
tome, U nasem istrazivanju su gotovo svi pacijenti imali FRE, 2/3 ih je imalo pozitivhu porodi¢nu
anamnezu (oko 1/3 ako se koriste kriterijumi Krenn i sar) i svi su imali pocetak bolesti pre navrSene 40.
godine. Sta vise, nasa studija je poput Krenn i sar, koristila moderan algoritam za inotaciju i klasifikaciju
varijanti formulisan od strane Borad instituta, koji je aktuelan istrazivacki standard u ovom polju ¢ime
je obezbedena optimalna interpretacija dobijenih rezultata (Auwera and O’Connor, 2020).

Medu nosiocima varijanti u nasoj studiji je bilo statisticki znacajno vise obolelih od ETLE, §to
se odrzavalo i kada je posmatrano svih sedam gena (Tabela 39) i kada su sagledani samo geni definisani
Epi4K/EPGP studijom(Tabela 40), sto je bilo istovetno rezultatima Krenn i sar. gde je 53% nosilaca
sugeriSe da mnogi geni Cesto ukljuceni u nastanak NAFE nemaju predilekciju za izazivanje TLE, $to je
podrzano i rezultatima Striano i sar. koji su nasli varijante u DEPDC5 u samo jednoj od 45 familija sa
TLE (Striano et al., 2015).

Pri poredenju nas$ih rezultata sa onim u prethodnim studijama je posebno interesantno da se slicna
grupa gena iznova izdvaja u veéini studija koje su bile fokusirane na adultne pacijente sa FE (Tabela 42).
Medu Sest gena u kojima su identifikovane patogene varijante u studiji Krenn i sar, tri su takode imala
verovatno patogene varijante i u nasem istrazivanju (DEPDC5, SCN1A, PCDH19), dok je u jos jednom
detektovana VUS (NPRL3). Sli¢no mozemo primetiti pri analizi rezultata Perruca-e i sar. u ¢ijoj studiji
su medu pet gena sa patogenim varijantama, ¢etiri (DEPDC5, SCN1A, PCDH19, NPRL2) imala
verovatno patogene varijante i U nasem istrazivanju. To sugeriSe da se u dobro selektovanoj grupi
pacijenata sa FE verovatno moze postic¢i zadovoljavajuci prinos upotrebom malog vrlo malog seta gena.

Ovakav pristup bi omogucio postavljanje genetske dijagnoze kod znacajnog dela pacijenata sa
¢estom boles¢u uz minimizaciju troSkova. Posebno je vazno ista¢i da se smanjenjem broja gena
ukljucenih u panel moZe obezbediti velika dubina ¢itanja bez znacajne promene cene testiranje, $to je
1zuzetno vazno jer zadovoljavajuci kvalitet sekvenciranja pomoc¢u NGS ne zahteva validaciju rezultata
dodatnim direktnim sekvenciranjem pomoc¢u Sanger sekvenatora (Arteche-Lopez et al., 2021), sto
dodatno umanjuje troskove i1 vreme potrebno za izdavanje rezultata. Ovo je podrzano 1 rezultatima
Hildebrand 1 sar. koji su primenom panela velike dubine ¢itanja validirali prethodno dobijene rezultate
direktnog sekvenciranja kod cetiri pacijenata. NasSim protokolom je obezbedena pokrivenost preko 99%
sekvence na dubini ¢itanja od 100x, Sto predstavlja sekvenciranje velike dubine i daleko prevazilazi
kriterijume postavljene od strane Arteche- Lopez i sar. ¢ime je obezbedena visok kvalitet izdvojenih
varijanti.

Tokom 2013. godine, u istom broju ¢asopisa Nature Genetics su objavljena dva rada koja opisuju
povezanost FFEVF sa patogenim varijantama u DEPDC5 genu, koji do tada nije bio prepoznat kao gen
u epilepsiji. Dibbens i sar. su pokazali DEPDCS5 varijante u dve velike multiple familije, a potom i pet
od Sest prethodno opisanih familija sa ovim sindromom, kao i kod 10 od 82 porodica koje su bile suvise
male za postavljanje dijagnoze ovog sindroma (Dibbens et al., 2013). Istovremeno, Ishida i sar. su
pokazali varijante u DEPDCS5 genu u jednoj FFEVF multiploj familiji, a potom i kod pet od 15 familija
sa sindromski nedefinisanom fokalnom epilepsijom (Ishida et al., 2013). Iste godine je tre¢a publikacija
opisala funkciju GATOR1 kompleksa proteina, koji se sastoji od tri subjedinice, DEPDC5, NPRL2 i
NPRL3 (Bar-Peled et al., 2013). Tri godine kasnije, Ricos i sar. su opisali i varijante u NPRL2 i NPRL3
genima kod pacijenata sa FE pri cemu su GATORI1 geni etablirani kao najces¢i genetski izazivaci FE
(Ricos et al., 2016). Zvezda je rodena!

DEPDCS5 (Tabela 43) se nalazi na kratkom kraku 22. hromozoma i sastoji se od 43 egzona i
duzine je 151 kb (Baulac and Weckhuysen, 2016). On kodira protein DEPDC5 koji se sastoji od 1603
aminokiseline i sadrzi pet domena. N — terminalni domen (NTD), SABA (eng. structural axis for binding
arrangement) domen, SHEN (eng. steric hindrance for enhancment of nucleotidase astivity) domen, DEP
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(Dishevelled, Egl-10, and Pleckstrin) i C — terminalni domen (CTD) (Slika 78). Funkcionalno
najznacajniji domen je SABA, ranije oznacen kao DUF3608 (eng. domain od unknown function 3608).
Ovaj domen je evolutivno visokokonzerviran i mesto je vezivanja sa Nprl2-Nprl3 heterodimerom. Drugi
funkcionalno vazan domen je SHEN pomoc¢u kojeg se DEPDC5 RAGA-RAGC heterodimer (Shen et

al., 2018).

Tabela 43 Molekularno-geneticke karakteristike GATOR1 gena

DEPDC5 NPRL2 NPRL3
OMIM *614191 *607072 *600928
ﬁ'ﬁggﬁgmka 22q12.2-q12.3 3p21.31 16p13.3
Duzina gena 154 kb 3,5kb 54 kb
Duzina 5551 nt 1700 nt 2881 nt
transkripta
Broj egzona 43 11 14
Oznaka
proteina DEPDC5 Nprl2 Nprl3
Velicina 1603 AK, 181 kDa 380 AK, 44 kDa 569 AK, 64 kDa
proteina
Ime Funkcija Ime Funkcija Ime Funkcija
Vezivanje za Vezivanje za
NTD Longin | Longin domen Longin | Longin domen
Nprl3 Nprl2
Vezivanje za Vezivanje za
SABA Norl2-Norl3 TINI SABA domen TINI
Proteinski domen h priZ=INp domen DEPDC5i CTD | domen
eterodimer
domen Nprl3
Vezivanje za Vezivanje za
SHEN | R AGARAGC - INT | 7D domen
heterodimer cTD Vezivanje za INT Nprl2
DEP domen Nprl3 Vezivanje za
domen CTD TINI domen
CTD Nprl2

OMIM - eng. Online Mendelilan Inheritance in Man; NTD — N-terminalni domen; SABA — eng. structural axis for binding
arrangement; SHEN — eng. steric hindrance for enhancment of nucleotidase astivity; DEP — eng. Dishevelled, Egl-10, and Pleckstrin;
CTD - C-terminalni domen; TINI — eng. tiny intermediary of NPRL2 that interacts; INT — intermedijerni; SABA — eng. structural
axis for binding arrangement; CTD — C-terminalni domen; kb — kilobaza; nt — nukleotida; AK — aminokiselina, kDa - kilodalton

NPRL2 gen (Tabela 43) se nalazi na dugom kraku tre¢eg hromozoma i kodira protein Nprl2
duzine 380 aminokiselina koji sadrzi tri domena. (Lerman and Minna, 2000). NPRL3 gen se nalazi na
dugom kraku 16. hromozoma (Vyas et al., 1995) i kodira protein Nprl3 koji ima Cetiri domena, od kojih
su 3 homologa sa istoimenim Nprl2 domenima (Slika 78) (Shen et al., 2018). Longin domen se nalazi
na N terminalnom kraju oba proteina i sluzi njihovoj medusobnoj heterodimerizaciji. TINI (eng. tiny
intermediary of Nprl2 that interacts) domen omogucava vezivanje za SABA domen DEPDCS5 i CTD
Nprl3. Homologi domen postoji 1 u okviru Nprl3 proteina ¢ija funkcija nije u potpunosti razjasSnjena.
Nprl3 sadrzi i intermedijerni (INT) domen koji sluzi za vezivanje za CTD Nprl2 i ve¢ pomenuti CTD
koji se vezuje sa TINI domen Nprl2 (Shen et al., 2018).
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Slika 78 Shematska reprezentacija proteinskih domena subjedinica GATOR1 kompleksa, adaptirano iz Shen et al., 2018

Kao $to je spominjano u prethodnim poglavljima (Poglavlje 1.4.3), GATORL1 je proteinski
kompleks koji pripada mTOR signalnom putu, koji deluje kao negativni regulator funkcije mTORC1
kompleksa. Visoke koncentracije aminokiselina u citosolu inhibiraju aktivnost GATOR1 kompleksa,
¢ime dovode do dezinhibicije mTORCI1 (Dibbens et al., 2013). Gubitak funkcije GATORL1 subjedinica
dovodi do neosetljivosti mMTORC]1 na nedostatak aminokiselina i1 posledi¢ne konstitutivne mTORC1
aktivacije, ali nasuprot disfunkciji TSC1i TSC2 u TSC, varijante u GATORL1 genima se ispoljavaju samo
u mozdanom tkivu (Ribierre and Baulac, 2016). Disregulacija mTOR signalizacije je povezana sa
poremecajem embrionalne neurogeneze (Cloétta et al., 2013) kao i neuronalne signalizacije (Parker et
al., 2013), sto lezi u osnovi epileptogeneze u ovim bolestima.

Patogene varijante u GATORI1 genima dovode do delimi¢nog ili potpunog gubitaka funkcije
njhovog proteinskog produkta, odnosno ostvaruju svoj efekat LOF mehanizmom. Nonsense-
posredovana degradacija RNK je dokazana kod varijanti u ovim genima, ¢ime je haploinsuficijencija
implicitno potvrdena kao patogeni mehanizam koji dovodi do mTORCI1 disregulacije kod GATOR1
poremecaja (Ishida et al., 2013; Picard et al., 2014; Weckhuysen et al., 2016). U nasem istraZivanju su
detektovane dve nove frameshift varijante koje kao rezultat daju prevremenim terminacioni kodon.
Nijedna nije prethodno zabeleZena u populacionoj bazi GnomAD ili ClinVar registru klinicki relevantnih
varijanti (Tabela 37). Prva je delecija 11 nukleotida u egzonu osam DEPDCS5 gena (c.422_432del,
p.Alal41ValfsTer3) koji korespondira NTD DEPDCS proteina. Druga je insercija 5 nukleotida u egzonu
tri NPRL2 gena (c.197_198insAATAA, p.Cys671lefsTer4d5) koji korespondira Longin domenu Nprl2
proteina. U oba slucaja se varijante nalaze u proksimalnom delu polipeptidnog lanca te se predvida da
dovode do nefunkcionalnog proteina ili njegovog potpunog odsustva i posledi¢ne haploinsuficijencije.
U najvecoj seriji od 73 pacijenta sa varijantama u GATOR1 genima pokazano je da su nonsense ili
frameshift varijante daleko najc¢es¢e povezane sa bole$¢u, nasuprot onim koje su detektovane u
populacionoj bazi GnomAD (Slika 79) (Baldassari et al., 2019a). U ovoj studiji je pokazano da su
nonsense ili frameshift varijante u DEPDCS ili NPRL2 genima statisti¢ki znacajno ¢esce u epilepsiji u
odnosu na opsStu populaciju, te da je njthovo prisustvo u populacionim bazama najpre posledica
redukovane penetrantnosti ili blage klinicke prezentacije koja je i opisana u okviru porodica obolelih sa
od epilepsije povezane sa genima GATOR1 kompleksa (Baulac et al., 2015).

Baldassari i sar. procenjuju da zastupljenost 0,03% u GnomAD bazi odgovara ocekivanoj
populacionoj zastupljenosti obolelih od epilepsije uzrokovane GATORL1 genima, te da se varijante u
ovom genima manje zastupljenosti su ispod ucestalosti koja se o¢ekuje za benigne varijante i ne mogu
se odbaciti kao benigne na osnovu zastupljenosti u opstoj populaciji. Shodno tome, definiSu da se
DEPDCS varijante koje su u GnomAD-u prisutne do Sest puta, NPRL2 do tri puta za i NPRL3 varijante
do Cetiri puta mogu smarati patogenim, ukoliko su zadovoljeni drugi kriterijumi patogenosti (Baldassari
et al., 2019a). Kako su obe registrovane frameshift varijante u ispitivanoj grupi pacijenata u nasoj studiji
nove i nisu prisutne u GnomAD-u, one bi prema kriterijumima Baldassari i sar. bile klasifikovane kao
patogene. U nasoj studiji su koris¢eni strozi ACMG-AMP kriterijumi, prema kojim su one klasifikovane
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kao verovatno patogene (PSV1, PM2), sto ne menja klinicki znacaj dobijenih rezultata kako se prema
preporukama ACMG-AMP obe kategorije smatraju dijagnosticki znacajnim (Richards et al., 2015).

Rekurentne varijante u GATOR1 genima nisu retke i nadene su kod 13% kohorte Baldassari i
sar. (Baldassari et al., 2019a). lako su sve GATOR1 varijante detektovane u nasem istrazivanju nove,
DEPDCS5 c.422_432del, p.Alal41ValfsTer3 deli genetsku lokaciju sa prethodno opisanom DEPDC5
€.422_423insCTGG, p.Gly142Trpfs*3 kod pacijenta sa WS (Baldassari et al., 2019a), sto sugerise da je
moguce da se radi o predilekcionom mestu za varijante, tzv. mutacionoj vrucéoj tacki (eng. mutational
hot-spot).

Zastupljenost u GnomAD
populacionoj bazi

DEPDC5

. Null varijante

1.5% 4%

14.5%

. Missense varijante

0
80% _ Indel koji ne dovodi

do promene okvira ¢itanja

. Splajs region

NPRL2

4%

NPRL3

159 1% 4%

Slika 79 Zastupljenost razlicitih tipova varijanti u GATOR1 genima kod bolesnika sa epilepsijom i populacionoj bazi
GnomAD adaptirano iz Baldassari et al., 2019a
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Jedna varijanta detektovana u nasem istrazivanju je bila splice-site varijanta lokalizovana u 18.
intronu DEPDCS5 (¢.1287+2T>G) (Tabela 37). Ovo je relativno redak mehanizam varijanti u ovom genu
sa zastupljeno$¢u od samo 4% u grupi pacijenata Baldassari i sar (Baldassari et al., 2019a). Kao i
prethodne dve, ona nije nadena u populacionoj bazi GnomAD ili ClinVar registru i imala je SpliceAl
skor od 1, Sto oznaCava visoku verovatnou njenog poremecaja splajsinga uzrokovanog ovom
varijantom. Baldassari i sar. su u svom dijagnostickom algoritmu sugerisali da se varijante u splajs
regionima mogu smatrati verovatno patogenim ukoliko im je zastupljenost u GnhomAD-u gorepomenute,
kao i ako se za njih pomo¢u HSF (eng. Human Splice Finder v3.0) (Desmet et al., 2009) predvidi da
imaju patogeni efekat. Kako je za in silico predikciju funkcionalnog ishoda u nasoj studiji koris¢en
savremeni algoritam baziran na masinskom uc¢enju (Jaganathan et al., 2019), smatramo da su zadovoljeni
kriterijumi za verovatno patogenost Baldassari i sar. kao i ACMG-AMP (PSV1, PM2) u okviru kojih se
kanoni¢ne splajsogene varijante ne odvajaju od drugih null varijanti poput frameshift ili nonsense
varijanti (Richards et al., 2015).

U prethodnim studijama je pokazano da patogene varijante u ovim genima nisu imale sklonost
ka Kklasterovanju i da se mogu detektovati u svim delovima gena (Ricos et al., 2016). Ipak, preporuke
ACMG-AMP savetuju oprez pri interpretaciji null varijanti koje zahvataju samo poslednji egzon
(Richards et al., 2015). Kako su sve null varijante detektovane u ovoj grupi gena kod nasih pacijenata
lokalizovane u proksimalnim segmentima gena, moguénost izostanka njihovog patogenog efekta je mala
1 moze se odbaciti.

Najvecu dilemu u interpretaciji patogenosti namec¢u missense varijante, koje ¢ine 31% varijanti
kod obolelih od epilepsije, ali ¢ak 80% varijanti detektovanih u GnomAD (Slika 79) (Baldassari et al.,
2019a). Velika ograni¢enja su nametnuta odsustvom odgovarajuéih rezultata iz funkcionalnih studija u
kojima se kod missense varijanti u GATOR1 genima tipi¢no ne opserviraju funkcionalne promene (van
Kranenburg et al., 2015). Sta vise, Baldassari i sar. su pokazali da se dak 64% missense varijanti
nasleduje od zdravog roditelja, zbog Cega je kosegregacija patogenih varijanti kod obolelih u okviru
porodica malo verovatna, kao i redu pojavu rekurentnih missense varijanti u odnosu na null varijante
(Baldassari et al., 2019a). Zbog toga se vecina studija u proceni patogenosti ovih varijanti oslanja na in
silico predikciju koja podrazumeva primenu informatic¢kih algoritama koji procenjuju efekata varijante
na nivou nukleotida, transkripta, i funkciju proteina. Ova procena je bazirana na evolutivnom
konzervacionizmu, lokaciji u okviru proteina i konsekvenci aminokiselinske supstitucije. Da bi se in
silico predikcija koristila kao kriterijum za klasifikaciju varijante mora postojati konkordantnost rezultata
predikcije bazirane na razli¢itim principima. Ukoliko razli¢iti algoritmi daju razli¢ita predvidanja ovaj
kriterijum se prema preporukama ACMG-AMP odbacuje (Richards et al., 2015). Medutim, od uvodenja
ovih kriterijuma je razvijen veliki broj savremenih algoritama koji su bazirani na maSinskom ucenju i
objedinjuju vise prostijih prediktivnih skorova. U naSoj studiji su koriS¢ena tri takva algoritma za
procenu patogenosti missense varijanti, a anotacija varijante kao Stetne od strane bilo kojeg je bio
kriterijum za razmatranje varijante kao VOI (Poglavlje 3.3.2.3.3.3).

U ispitivanoj grupi pacijenata je detektovana jedna missense varijanta u egzonu 13 NPRL3 gena
(c.1495C>T, p.Leud99Phe) koja korespondira INT domenu Nprl3 (Slika 78). S obzirom na to da od 76
patogenih varijanti opisanih u NPRL3 je samo jedna bila missense varijanta, te da ovo nije Cest
mehanizam patogenosti u ovom genu, malo je verovatno da ova varijanta bitno doprinosi nastanku
bolesti (“nprl3[gene] - ClinVar - NCBI,” n.d.). Sta vi3e, od tri kori$éena in silico algoritma, kao patogenu
ju je anotirao samo MetaRNN (Tabela 37). Medutim, s obzirom na to da su u naSoj studiji koris¢eni vrlo
strogi pragovi za odredivanje patogenosti od strane CADD i REVEL, kao i da se radi o novoj prethodne
neregistrovanoj, samim tim i retkoj varijanti, kao i na to da je MetaRNN superioran u razlikovanju retkih
patogenih od benignih varijanti u odnosu na druga dva koris¢ena in silico prediktora (C. Li et al., 2022)
verujemo da se patogenost ove varijante u ovom trenutku ne moze u potpunosti odbaciti.
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lako su varijante u ovim genima inicijalno opisane u retkom autozomno dominantnom sindromu,
ubrzo je u okviru Epi4K/EPGP studije utvrdeno da je DEPDCS5 najznacajniji genetski Cinilac i kod
NAFE pacijenata sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom gde je su varijante u ovom genu nadene kod
3% pacijenata (Epi4K consortium and EPGP, 2017). Zastupljenost patogenih varijanti u sva tri gena
GATOR1 kompleksa u zavisnosti od kompozicije uzorka varira u rasponu od 0,52-11% pacijenata (Ricos
et al., 2016; Weckhuysen et al., 2016; Xiong et al., 2019). U naSoj studiji je ukupan dijagnostic¢ki prinos
analize gena GATOR1 kompleksa iznosio 3,1% (3/96), dok su VUS detektovane kod 1,1% (1/96)
pacijenata.

Najmanja ucestalost patogenih varijantiu GATOR1 genima je registrovana u kohortama obolelih
od sporadi¢ne fokalne epilepsije. U velikoj studiji Epi25 konzorcijuma koja je ukljucila preko 5000
pacijenata sa sporadicnom NAFE su DEPDCS5 varijante detektovane kod svega 0,2% kohorte (Epi25
Collaborative, 2019), naspram ¢emu SuU kod pacijenata sa familijarnom NAFE u ve¢ pomenutoj
Epi4K/EPGP studiji one nadene kod 3% (Epi4K consortium and EPGP, 2017). Ipak, pitanje familijarne
pojave bolesti kod epilepsije povezane sa GATOR1 genima je komplikovano redukovanom
penetrantnoscu, i dok su varijante kod ¢ak 96% pacijenata u grupi pacijenata Baldassari i sar. nasledene
od roditelja, 64% roditelja koji su bili nosioci varijanti je bilo zdravo (Baldassari et al., 2019a). U jednoj
manjoj seriji pacijenata je pokazano da nosioci nasledenih varijanti imaju raniji pocetak bolesti i tezu
klini¢ku sliku od obolelih roditelja, te je mogucée da svojevrsni fenomen anticipacije moze delimi¢no
objasniti odsustvo simptoma kod nekih roditelja (Benova et al., 2021). U nasoj studiji nije registrovana
razlika u ucestalosti nosilaca varijanti izmedu pacijenata sa i onih bez pozitivne porodi¢ne anamneze,
iako je samo jedna pacijentkinja medu nosiocima varijanti imala negativnu porodi¢nu anamnezu.
Pacijentkinja 2 je nosilac splajsogene varijante u DEPDC5 genu i nema obolelih srodnika, te s obzirom
na to da se radi o SNV koje su u ovim genima najrede bile nasledne (Baldassari et al., 2019a), moguce
je da se radi o de novo varijanti, ali i varijanti niske penetrantnosti. Pogotovu je vazno uzeti u obzir
validnost porodi¢ne anamneze, s obzirom na to da je pokazana jasna korelacija percipirane stigmatizacije
kod obolelih od epilepsije i postavljanja genetske dijagnoze (Sabatello et al., 2015), kao i na njenu
relativnu nepreciznost kada su u pitanju stariji srodnici (Ottman et al., 2011). Pacijentkinja 1 je prema
medicinskoj dokumentaciji je imala srodnika manjeg stepena srodstva od Il stepena te je pri inicijalnoj
proceni svrstana u grupu pacijenata bez pozitivne porodi¢ne anamneze. Tek po njenom uklju¢ivanju u
ispitivanje je dobijen podatak o velikom broju obolelih bliskih ¢lanova porodice (Slika 55).

Jedna kineska studija koja je ukljucila 193 pacijenta sa sporadi¢nom FE od kojih su svi bolovali
od FRE je registrovala patogene varijante kod 0,52% i VUS kod dodatnih 1,04% kohorte (Xiong et al.,
2019), sto sugeriSe da faramkorezistentcija mozda uti¢e na ucestalost GATORI varijanti ¢ak i u
populacijama pacijenata sa sporadi¢nom epilepsijom. Kako je ranije spomenuto, varijante u DEPDC5
su pokazane kao moguéi genetski marker faramkorezistencije (Wolking et al., 2021), dok je u studiji
Baldassari i sar. farmakorezistencija pokazna kod preko polovine nosilaca varijanti, dok je ona bila
posebno visoka u grupi pacijenata koji fenotipski odgovaraju SHE i iznosila je 65% (Baldassari et al.,
2019a). Slicno je pokazano i drugim manjim studijama sa pacijentima sa SHE (Picard et al., 2014). Medu
nasim pacijentima, pacijentkinja 1, koja je nosilac varijante DEPDC5 c.422_432del, p.Alal41ValfsTer3,
fenotipski odgovara SHE, ali uprkos vec¢em broju obolelih srodnika, zbog nedovoljno podataka o
fenotipu kod ¢lanova porodice nije bilo mogucée postaviti dijagnozu ADSHE (Tabela 38). Kako je imala
terapijski neuspeh sa 8 AEL, njena bolest zadovoljava ILAE kriterijume za FRE (Kwan et al., 2010), sto
je u skladu sa opisanim rezultatima iz prethodnih studija. Gotovo svi pacijenti u ispitivanoj grupi
pacijenata su bili bolovali od FRE, ukljucujuéi sve nosioce varijanti u GATOR1 genima, ¢ime se mozda
moze delimi¢no objasniti nesto veéi ukupni prinos u nasem istrazivanju odnosu na druge sli¢ne studije
(Hildebrand et al., 2016; Tsai et al., 2018), dok su studije koje su ukljucile vise pacijenata sa FRE, poput
nase imale veci prinos (Krenn et al., 2020). Medu nosiocima varijanti u ispitivanoj grupi pacijenata je
zabelezen veci broj terapijskih pokusSaja sa razlicitim AEL u odnosu na ostatak kohorte (7,0£1,2, vs.
51+21, p = 0,053), sto je bilo na granici statisticke znacajnosti, S$to sugeriSe izrazenu
farmakorezistenciju ovih bolesnika.
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Nasi pacijenti su statisticki znacajno ¢e$¢e imali ETLE u odnosu na TLE (Tabela 41), s$to je u
skladu i sa rezultatima prethodnih studija (Baldassari et al., 2019a; Moloney et al., 2021; Ricos et al.,
2016). Najcesci sindrom opisan u vise serija je SHE koja moze biti i familijarna i sporadi¢na i koja je po
proceni jedne grupe autora prisutna kod i do 42% nosilaca varijanti u GATOR1 genima (Korenke et al.,
2016; Moloney et al., 2021; Picard et al., 2014; Ricos et al., 2016). U nasoj studiji je registrovana kod
1/3 pacijenta sa verovatnim patogenim varijantama, $to je iznenadujuce Cesto s obzirom na to da se radi
o relativno retkom klinickom entitetu sa prevalencijom od svega 2/100 000 (Vignatelli et al., 2015).
Epilepsija temporalnog reznja je, kao sto je prethodno pomenuto, relativno retka medu nosiocima ovih
varijanti, uprkos tome $to je naj¢esci lobarni sindrom u FE (Krenn et al., 2020; Striano et al., 2015). U
ovom segmentu je vazno napomenuti da su infantilni spazmi ¢esta fenotipska ekpresija varijanti u ovim
genima koji su u grupi pacijenata Baldassari i sar. ¢inili ¢ak 10% kohorte i koji su ¢esto imali udruzenu
10 1 psihijatrijske komorbiditete. Kako su fokus nase studije su bili pacijenti sa fokalnom epilepsijom
bez 10 i bez prethodne epilepticke encefalopatije, oni nisu zabelezeni u naSem istrazivanju.

Medu cestim fenotipskim karakteristikama obolelih od epilepsije udruzene sa GATORI1
varijantama je i ucestala pojava SUDEP koji se u prethodnim studijama prijavljuje kod 12% obolelih i
njihovih ¢lanova porodica (Baldassari et al., 2019a). U naSoj studiji nisu zabelezeni slu¢ajevi SUDEP
kod nosilaca verovatno patogenih varijanti u ovim genima, niti kod njihovih srodnika. Interesantno je
ipak da je deda pacijentkinje 4, koja je nosilac VUS u NPRL3, preminuo od moguc¢eg SUDEP, ali se to
s obzirom na nejasan klini¢ki znac¢aj ove varijante ne moze sa sigurno$¢u dovesti u vezu sa njom u ovom
trenutku. Tac¢an mehanizam SUDEP kod ovih pacijenata nije razjasnjen, ali je moguce da je povecan
rizik u vezi sa prisustvom brojnih faktora rizika za nastanak SUDEP kod ovih pacijenata, kao $to su
sklonost ka no¢nim napadima, FRE i ¢esti napadi sa evolucijom u bilateralne motorne napade (Samanta,
2022), sto je pokazano i kod nasih pacijenata (Tabela 40).

Najveci broj patogenih varijanti u GATOR1 genima je opisana u DEPDC5 genu ¢iji udeo iznosi
preko 2/3 (Baldassari et al., 2019a; Weckhuysen et al., 2016). To se verovatno moze objasniti daleko
vec¢im transkriptom ovog gena u odnosu na preostala dva (Tabela 43, Slika 78). Medutim, Weckhuysen
i sar. su analizirali kohortu 93 probanda od kojih je 14 imalo familiajrnu epilepsiju udruzenu sa FCD
(Weckhuysen et al., 2016). Autori su pokazali da iako su DEPDCS varijante bile daleko najzastupljenije
u ukupnoj grupi pacijenata, u grupi pacijenata sa familijarnom epilepsijom i FCD su dominirali pacijenti
sa varijantama u druga dva gena, pogotovu NPRL3 (Slika 80). Moguce je da germinativne varijante u
ovim genima nose veéi potencijal za nastanak MCD u odnosu na DEPDC5.

Fokalne epilepsije Familijarne fokalne epilepsije sa FCD

m DEPDCS m DEPDCS

mNPRL2 ® NPRL2
NPRL3 NPRL3

B Negativni M Negativni

Slika 80 Zastupljenost patogenih varijanti u GATOR1 genima kod obolelih od FE i obolelih od familijarne FE sa FCD,
adaptirano iz Weckhuysen et al., 2016

Priblizno Cetvrtina nosilaca varijanti u GATOR1 genima ima udruzene MCD (Baldassari et al.,
2019a; Moloney et al., 2021; Ricos et al., 2016; Weckhuysen et al., 2016), medu kojima priblizno
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polovinu ¢ini FCD sem koje su opisane i hemimegalencefalija, subkortikalna heterotopija sive mase,
hemisferna kortikalna displazija (Baldassari et al., 2019a) i polimikrogirija (Ricos et al., 2016). Sta vise,
ucestalost GATORI varijanti je bila najveéa u kohortama obolelih od familijarne epilepsije udruzene sa
FCD gde je iznosila 11% (Weckhuysen et al., 2016). Pitanje koje se medutim namece je kako
heterozigotna germinativna varijanta koja se nalazi u genomu svih mozdanih ¢elija moze dovesti
kortikalnih malformacija u malom ograni¢enom delu mozdanog tkiva. Ova dilema je razreSena modelom
drugog udarca, o kome je bilo re¢i u ranijim poglavljima (Poglavlje 1.4.3.2.3). Ukratko, u mnogim
malformacijama kortikalnog razvoja su definisane somatske varijante u genima mTOR signalnog puta
(Lai et al., 2022; Ldpez-Rivera et al., 2022). Varijanta koja nastaje ranije u toku embrionalnog razvoja
moze dovesti do opseznijih, ¢ak 1 hemisfernih malformacija, dok ona koja nastaje kasnije za posledicu
ima male ograni¢ene kortikalne lezije (Slika 81) (Deb and Bateup, 2021). One mogu biti izolovane ili se
javiti kod nosilaca germinativnih varijanti GATOR1 gena (Sim et al., 2019). Kod jednog pacijenta je ¢ak
opisana udruzena germinativna i somatska alelska DEPDCS5 varijanta u trans poziciji, $to sugerise da je
bialelska genska inaktivacija mehanizam nastanaka malformacija kod barem nekih pacijenata (Lee et al.,
2019). Sta vise, detaljnom analizom resektovanog mozdanog tkiva je pokazano da tzv. gradijent
varijantne alalelske frakcije korelira sa citoarhitektonskim promenama u tkivu kao §to je gradijent
gustine dizmorfi¢nih neurona, kao i epileptogenosc¢u (Baldassari et al., 2019b; Lee et al., 2020). Ipak,
kod vecine pacijenata nije detektovana sekundarna somatska varijanta (Sim et al., 2019), Sto sugerise ili
prisustvo somatskih varijanti ispod praga detektabilnosti trenutno dostupnim metodama, varijante
drugog mehanizma nastanka kao §to su CNV i intronske varijante ili da sekundarne somatske varijanti
nisu neophodne za patogenezu epilepsije udruzene sa varijantama u GATOR1 genima. Medu naSim
pacijentima sa FCD nisu registrovane varijante u GATOR1 genima, iako su svi imali pozitivnu
porodi¢nu anamnezu, verovatno zbog toga Sto su u studiju ukljuena svega Cetiri takva pacijenta.
Ogranicenje nase studije je u tome Sto analizi nisu bili dostupni tkivni preparati u kojima je moguce da
bi bile detektabilne somatske varijante kod ovih pacijenata.

Nosioci DEPDCS varijanti u nasoj studiji su imali NLFE, dok je pacijentkinja 3, koja je bila
nosilac NPRL2 varijante, imala TLE sa HS. Do trenutka izrade ove disertacije u literaturi nisu opisani
slu¢ajevi NPRL2 varijanti udruZenih sa epilepsijom i HS, iako su opisani retki slu¢ajevi HS udruZeni sa
DEPDCS (Baldassari et al., 2019a; Xiong et al., 2019) i NPRL3 varijantama (Sahly et al., 2023). Ova
pacijentkinja je zbog farmakorezistentne epilepsije le€ena anteriornom temporalnom lobektomijom sa
amigdalohipokampektomijom nakon koje je BN tokom cetiri godine od operacije. To sugeriSe da je
epileptogena zona kod nje bila upravo locirana u meziotemporalnim strukturama. Striano i sar. su opisali
patogenu DEPDCS varijantu u jednoj od 17 familija sa familijarnom meziotemporalnom epilepsijom,
Sto sugeriSe da GATORI varijante, iako retko, mogu ucestvovati u patogenezi ovog entiteta (Striano et
al., 2015). Stoga patogenetski odnos detektovane NPRL2 varijante i HS kod nase bolesnice u ovom
trenutku ostaje nepotpuno razjasnjen. Sa druge strane, pacijentkinja 4 koja je nosilac VUS u NPRL3 je
takode imala epilepsiju udruzenu sa HS; mada su kod nje postojali klini¢ki i radioloski znaci koji sugerisu
epileptogenu zonu izvan temporalnog reznja. S obzirom na relativno retku zastupljenost HS medu
nosiocima varijanti, kod ove pacijenata se HS verovatno razvila kao sekundarna lezija, mozda
prouzrokovana napadima u okviru genetski determinisane bolesti (Walker, 2015) koja s obzirom na
nejasan klini¢ki znacaj registrovane varijante, moze bili povezana sa NPRL3, ali i nekim drugim genom.
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Slika 81 Mehanizam nastanka somatskih varijanti i posledi¢nih malformacija kortikalnog razvoja,; A — shematski prikaz
klonalne ekspanzije nakon nastanka somatske varijante; B — model drugog udarca u kome postojanje udruzene
germinativne i somatske varijante dovode do nastanka malformacije Deb and Bateup, 2021; Gerasimenko et al., 2023

S obzirom na ve¢ pomenutu FRE kod pacijenata sa GATORI varijantama, posebnu paZnju
poslednjih godina privlac¢i njihov znac¢aj u ishodu hirur§kog le¢enja pacijenata sa FRE. Nasuprot loSem
ishodu koji je opserviran kod nosilaca varijanti u genima za jonske kanale (Stevelink et al., 2018), nosioci
GATORI1 varijanti su imali mnogo optimisti¢nije ishode kod kojih oko 60% pacijenata ima potpunu
kontrolu napada ili samo epilepticke aure (Baldassari et al., 2019a; Sahly et al., 2023). Pogotovu dobar
ishod su imali pacijenti sa udruzenom FCD (Baulac et al., 2015). Neki autori su ¢ak sugerisali
ukljucivanje genetskog testiranja na GATORI gene u protokol prehirurSke evaluacije jer bi otkrice
varijanti moZzda dovelo do detekcije prethodno nezapazene suptilne MCD, kao 1 zbog toga Sto bi saznanje
0 genetskoj dijagnozi omogucilo razmatranje aleternativnih ili dopunskih terapijskih moguénosti, poput
upotrebe mTOR inhibitora kao §to su everolimus (Moloney et al., 2021) ili sirolimus (Vawter-Lee et al.,
2019). Medu nasSim pacijentima ni kod jednog nosioca varijanti u GATOR1 genima nisu detektovane
MCD uprkos primeni MR od 3 T sa 3D FLAIR kod pacijentkinje 1, iako je nalaz FDG-PET bio
visokosugestivan za postojanje FCD (Slika 56). Kako je ve¢ pominjano, medu nosiocima GATORI1
varijanti, pacijentkinja 3 je jedina hirurski le¢ena 1 tokom ¢etvorogodi$njeg perioda prac¢enja ima potpunu
kontrolu napada, $to je u skladu sa pomenutim ocekivanim dobrim hirurSkim ishodom kod ovih
pacijenata.

SCN1A gen je medu prvim genima povezanim sa epilepsijom. Varijante u SCN1A su prvi put
opisane 2000. godine u dve familije sa GEFS+ (Escayg et al., 2000). Od tada su varijante u ovom genu
opisane kod Sirokog spektra epilepti¢nih sindroma (Ding et al., 2021), ali i drugih oboljenja CNS poput
migrene (Dichgans et al., 2005) i PAS (Weiss et al., 2003).

Nalazi se na kratkom kraku drugog hromozoma (Tabela 44) u okviru klastera a subjedinca
natrijumskih kanala, zajedno sa SCN2A i SCN3A (Escayg and Goldin, 2010). sva tri gena kodiraju
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voltazno zavisne natrijumske kanale koji dele 85% aminokiselinske sekvencije. SCN1A je evolutivno
visokokonzerviran i deli ogranizaciju introna i egzona sa SCN8A genom koji se nalazi na kratkom kraku
12. hromozoma i s kojim verovatno deli gensko poreklo (Escayg et al., 2000).

SCN1A kodira voltazno zavisni natrijumski kanal, Nayvl.1, koji se sastoji od Ccetiri
transmembranska homologa domena (D1-D4) koji su medusobno spojeni intracelularnim
citoplazmatskim petljama (Slika 82). Svaki domen se sastoji od Sest segmenata (S1-S6).
Transmembranski domeni su medusobno spojeni citoplazmatskim petljama oznacenim kao D-linkeri.
D3-D4 linker formira inaktivaciona vratanca. S4 segmenti sva Cetiri domena grade voltazni senzor, dok
S5 i S6 segmenti zajedno sa petljom koja ih spaja grade poru kanala (Miller and Sotero de Menezes,
1993).

Tabela 44 Molekularno-geneticke karakteristike SCN1A gena

SCN1A
OMIM *182389
Citogenetska lokacija 2024.3
Duzina gena 164 kb
Broj egzona 29
Oznaka proteina Nayl.1
VeliCina proteina 2009 AK, 229 kDa
Proteinski domeni Segmenti Funkcija
CTD
Sl
S2
. S3
Domeni D1-D4 S4 Voltazni senzor
S5 Pora
S6
D1-D2 linker
D2-D3 linker
D3-D4 linker Inaktivaciona vratanca
NTD

OMIM - eng. Online Mendelilan Inheritance in Man; NTD — N-terminalni domen;
CTD — C-terminalni domen; kb — kilobaza; AK — aminokiselina, kDa - kilodaltona

U bazi ClinVar je opisano preko 1200 patogenih i preko 500 verovatno patogenih varijanti u
SCN1A genu, od kojih je 824 null, 821 missense varijanto, dok su preostale varijante po tipu CNV ili
drugih veéih genetskih rearanzmana (“SCN1A[gene] - ClinVar - NCBI,” n.d.).

Nav1.1 kanali su lokalizovani na somi, dendritima i inicijalnom segmentu aksona parvalbumin
pozitivnih GABA-ergickih inhibitornih neurona gde kontrolisu njihovu ekscitabilnosti (Escayg and
Goldin, 2010). GABA receptori su ligand zavisni hloridni kanali koji po vezivanju GABA-e
omogucavaju protok hloridnim jonima u smeru svog koncentracionog gradijenta koji se tokom razvoja
menja. Rano tokom neuralnog razvoja, koncentracija hloridnih jona je veca u intracelularnoj u odnosu
na ekstracelularnu tecnost, zbog cega GABA-ergicka signalizacija dovodi do efluksa hloridnih jona iz
neurona i depolarizacije membrane (Braat and Kooy, 2015). To dovodi do aktivacije kalcijumskih struja
na ¢emu je bazirana troficka uloga GABA-ergicke signalizacije kojom ona posreduje u diferencijaciji
neuronalnih progenitorskih ¢elija, migraciji i diferencijaciji neurona (Mazzoleni and Bassani, 2021). Po
rodenju dolazi do izmene koncentracionog gradijenta hloridnog jona ¢ime GABA zauzima svoju poznatu
inhibitornu ulogu (Valeeva et al., 2013). Poremecajem GABA-ergickog upravljanja prenatalnim
razvojem se obi¢no objaSnjava povezanost GABA-ergicke disfunkcije u brojnim neurorazvojnim i
psihijatrijskim poremacajima koji su deo klini¢kog fenotipa Dravet, Rett ili Prader-Willi sindroma, kao
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i sindroma fragilnog X, dok se gubitkom inhibicije uglavnom objasnjava epilepsija, mada se medusobna
interakcija konsekvenci ova dva procesa ne sme izgubiti iz vida.

Alfa subjedinica NaV1.1 kanala
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Slika 82 Shematski prikaz strukture Nay1.1 kanala, adaptirano iz Miller and Sotero de Menezes, 1993

Funkcionalna konsekvenca varijanti je determinisana zahva¢enim domenom i ocekivanom
molekularno-bioloskom posledicom, $§to dobro koreliSe sa klini¢kim fenotipom. Null varijante za
posledicu uvek imaju LOF, dok missense varijante mogu imati varijabilan funkcionalni ishod. Na primer,
one locirane u pori kanala dovode do LOF razli¢itog stepena, dok one locirane u voltaznom senzoru
mogu dovesti do meSovitog ishoda. Kod LOF varijanti je pokazana redukcija natrijumskih struja u
GABA-ergi¢kim interneuronima, S§to za posledicu ima kortikalnu dezinhinbiciju 1 posledi¢nu
hiperekscitabilnost. Tezina epileptickog fenotipa u velikoj meri zavisi od stepena funkcionalnog
oSte¢enja tako da su missense LOF varijante tipi¢no povezane sa lak§om klinickom slikom od null
varijanti (Brunklaus et al., 2020).

Naspram tome, GOF varijante su do skoro bile povezane samo sa familijarnom hemiplegi¢nom
migrenom tip 3 (Mantegazza and Cestele, 2018). One su lokalizovane u funkcionalno manje osetljivim
regionima proteina poput CTD ili S1-S3 segmenta (Kanai et al., 2004; Meng et al., 2015) ili D3-D4
linkera gde su obi¢no su remetile inaktivaciju kanala (Brunklaus et al., 2022). Medutim, 2017. je opisana
povezanost SCN1A GOF varijanti sa teSkom D/EE (Sadleir et al., 2017), a nesto kasnije i arthrogryphosis
multiplex congenita (Jaber et al., 2021). Brinklasu i sar. su opisali seriju 35 pacijenata sa spektrom
razlicitih GOF fenotipa koji su svi podrazumevali D/EE ranog pocetka, delimi¢nu kontrolu napada
primenom blokatora natrijumskih kanala i odsustvo preosetljivosti na hipertermiju (Brunklaus et al.,
2022). Tipi¢no za GOF fenotip su bili i refleksni napadi provocirani taktilnim ili auditornim senzacijama
kao i Sirok spektar diskinezija. Na molekularnom nivou, ove GOF varijante su najcescée bile locirane u
S4 segmentu i citoplazmatskoj petlji izmedu S4 i S5, gde su uticale na aktivaciju kanala (Brunklaus et
al., 2022).

U nasoj studiji je detektovana jedna frameshift varijanta sa prevremenim terminacionim kodonom
(c.2123 2154dup, p.lle719ProfsTer7), koja predstavlja lokalnu duplikaciju 32 nukleotida i koja nije
prethodno opisana u literaturi niti registrovana u ClinVar ili GnhomAD. Locirana je u egzonu 15 i
korespondira D-linker regionu izmedu D1 i D2 domena. Veéi broj patogenih i verovatno patogenih
varijanti je detektovana u ovom regionu u kojem nema registrovanih benignih frameshift varijanti u
ClinVar-u (“SCN1A[gene] - ClinVar - NCBI,” n.d.). S obzirom na to da se radi o proksimalnom delu
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gena, njena ocekivana posledica je nastanak nefunkcionalnog kanala usled nedostatka velikog dela
peptida, kao §to je pokazano za brojne varijante sa prevremenim terminacionim kodonom u ovoj regiji
(Sugawara et al., 2003). Studija Zuberi i sar. je pokazala da je distribucija null varijanti relativno
ravnomerna duZ gena, sa izuzetkom poslednjeg egzona (Zuberi et al., 2011). Medutim, oprez je
neophodan pri interpretaciji ovih rezultata jer je veéina pacijenata u ovoj studiji (87%) imala DS ili DS-
like fenotip. Jedna novija studija sa manje pacijenta od kojih je polovina imala blazu klini¢ku sliku je
pak pokazala predilekciju za nastanak ovih varijanti u D-linker domenima (Chen et al., 2022), kao $to je
bio u slucaju u nasoj studiji, mada znacaj ovakvog nalaza nije jasan, s obzirom na to da je svakako
predvidena molekularna posledica nefunkcionalni protein.

Vecina obolelih sa varijantama u SCN1A genu je obolela od epilepticke encefalopatije, najcesce
DS. U jednoj analizi registra sa 1727 nosilaca SCN1A varijanti, 1552 (90%) pacijenata je imalo tesku
klinicku sliku koja obuhvata DS, DS-like sindrom i sindromski nedefinisane epilepticke encefalopatije,
dok je svega 75 (4%) pacijenata imalo fenotip koji pripada klinickom spektru GEFS+ (Meng et al., 2015).
Svega 50 (3%) pacijenata u ovoj studiji je imalo klini¢ku sliku fokalne epilepsije sa ili bez febrilnih
napada. Jo§ manji broj pacijenata je registrovan Lossin-ovim pregledom u kome je NAFE zabeleZena
kod 4 od 359 nosilaca varijanti (Lossin, 2009). Medutim, poslednjih godina se sve viSe prepoznaje
znacajno uceSée SCNI1A varijanti u kohortama pacijenata sa FE u kojima je medu najcesce
identifikovanim genima (Tabela 42). Shodno tome je moguce da je velika zastupljenost teskog fenotipa
u SCN1A kohortama posledica ranog prepoznavanja ovog gena kao ¢estog uzroc¢nika ovih bolesti, ¢ije
varijante mogu biti detektovane kod 70-80% obolelih od DS (C. Depienne et al., 2009). Sa rastu¢om
teznjom da se genetsko testiranje sprovodi kod bolesnika sa NAFE je moguce da ¢e udeo FE u buduénosti
biti sve veci, pogotovu ako se uzme u obzir da je 2% pacijenata sa familijarnom NAFE u Epi4K/EPGP
grupi pacijenata imalo varijante u ovom genu (Epi4K consortium and EPGP, 2017). Vrlo sli¢an udeo
nosilaca SCN1A varijanti je registrovan i u nasoj (2,1%), ali i drugim sli¢nim kohortama pacijenata sa
NAFE (Krenn et al., 2020; Perucca et al., 2017Db).

Do sada registrovane SCN1A varijante su ¢esto bile de novo (47,1%) i tipi¢no Su povezane sa
teSkim fenotipom (Claes et al., 2003), dok je samo kod 9,4% naslede potvrdeno (Meng et al., 2015). Nasi
pacijenti su imali obolele srodnike I i Il stepena srodstva i relativno blagu klini¢ku sliku §to je u skladu
sa ocekivanim za nasledne varijante, medutim, kako sekvenciranje kod srodnika nije bilo dostupno,
njihova naslednost nije potvrdena. Oba pacijenta su bila nosioci iste varijante. S obzirom na to da je
manje od 20% SCNAL varijanti rekurentno (Meng et al., 2015), kao i to da su oba pacijenta imala obolele
srodnike, moguce je da se sedi o tzv. founder effect-u za varijantu prisutnu u nasoj populaciji, ali se ne
moze iskljuciti ni to da se radi o prethodno neutvrdenom mutacionom predilekcionom mestu, s obzirom
na to da se radi o lokalnoj duplikaciji.

Null varijante su tipicno povezane sa tezim klini¢kim fenotipom, dok su kod FE vecina
detektovanih varijanti missense tipa (Abou-Khalil et al., 2001; Krenn et al., 2020; Ma et al., 2022;
Perucca et al., 2017Db). Ipak, veliki oprez je neophodan pri interpretaciji missense varijanti jer je teSko
predvideti njihov funkcionalni efekat, a samim tim i efekat na nastanak bolesti. Tako je u jednoj studiji
koja je analizirala patogeni efekat SCN1A missense varijanti povezanih sa blagim fenotipom pokazano
da mnoge varijante opisane u starijim studijama ne bi zadovoljile dana$nje kriterijume patogenosti, §to
sugerise da je njihov udeo u FE mozda precenjen (Lal et al., 2016). Sa druge strane, postoje brojni opisi
pacijenata sa FE koji su nosioci null varijanti i u ve¢ pomenutoj analizi Meng i sar. ih je bilo 10% (Meng
et al., 2015). Laur i sar. su opisali tri pacijenta sa FE od kojih su dva imala null varijante (Laur et al.,
2021). Sva tri pacijenta su imala rani pocetak bolesti sa febrilnim napadima tokom prve godine Zivota,
uprkos ¢emu nijedan nije imao 10. Oba nasa pacijenta su imali kasni pocetak bolesti (Tabela 41), sto je
zabeleZeno 1 u ranijim serijama (Perucca et al., 2017Db). Ipak, sestra pacijenta 5 je obolela u detinjstvu,
Sto apostrofira prethodno opisanu fenotipsku varijabilnost koja je tipi¢na za SCN1A porodice sa GEFS+
(Scheffer et al., 2009), kao i one sa TLE (Colosimo et al., 2007). Pacijent 5 je imao epilepticki status sa
30 godina koji je bio precipitiran epizodom infektivne bolesti sa febrilnos¢u, iako nije projavljivao
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febrilne napade u detinjstvu te se ne moze podvesti pod GEFS+ fenotip. Oba pacijenta su obolela od
teSke FRE koja je kod pacijenta 6 ona sindromski odgovarala TLE, koja je ujedno i najcesce opisani
lobarni sindrom povezan sa SCN1A varijantama sa ili bez HS (Abou-Khalil et al., 2001; Colosimo et al.,
2007; Perucca et al., 2017b; Tiefes et al., 2019), ali sistematskih pregleda ili analiza vecih grupa
pacijenata sa FE koji bi potvrdili njenu uéestalost nema. U literaturi su opisani i slu¢ajevi drugih lobarnih
sinroma kao $to su lateralna TLE (Hildebrand et al., 2016), FLE (Krenn et al., 2020), poput pacijenta 5
U nasem istrazivanju, ali i retkih sindroma poput Panayiotopoulos-ovog sindroma (Livingston et al.,
2009) i ADSHE (Sone et al., 2012). Pacijent 6 je pored epilepsije oboleo od esencijalnog tremora i
depresije, za koju je takode pokazana mogucéa povezanost sa SCN1A genom kod dece (Thapaliya et al.,
2021), dok pojava tremora kod ovih pacijenata nije dokumentovana.

Bolest je tipi¢no farmakorezistentna, sto je bio slucaj i sa naSim pacijentima koji su imali
terapijski neuspeh sa 4 (pacijent 5) i 8 (pacijent 6) AEL (Tabela 41). Kako je hirur$ko le¢enje u sluc¢aju
farmakorezistencije tipi¢no najefikasniji vid leCenja FE, namece se vazno pitanje uticaja prisustva
SCNI1A varijanti na hirurski ishod. Skjei i sar. su prijavili seriju od Sest pacijenata koji su operativno
leceni kod kojih je ishod bio lo$ i odgovarao ILAE 4 ili 5 (Skjei et al., 2015; Wieser et al., 2001). Sli¢no
je pokazao i Stevelnik u ¢ijem pregledu je sagledano 14 operisanih pacijenata sa SCN1A varijantama, u
koje su bili ukljuceni i pacijenti iz prethodne serije, 14% pacijenata bilo BN posle operacije (Stevelink
et al., 2018). Nesto optimisti¢niji ishod je pokazan u skorijoj studiji Vezyroglou i sar. koji su na seriji od
osam pacijenata pokazali dobar ishod operativnog lecenja kod pacijenata sa ¢istom FE u kojoj je vecina
pacijenata imala patohistoloski dokazanu HS (Vezyroglou et al., 2020). Medutim, pacijenti koji su imali
znake encefalopatije nisu imali klinicki zna¢ajan benefit (ishod Engel klasa III ili IV), dok je jedna
pacijentkinja posle operacije preminula od SUDEP, §to je ¢esta pojava u ovom sindromu gde se opisuje
kod i do 53% pacijenata (Donnan et al., 2023). Interesantno je ista¢i da su medu pacijentima sa loSim
operativnim ishodom opisane suptilne kortikalne malformacije koje kod vecina pacijenata nisu bile
vidljive na preoperativnom MR mozga (Skjei et al., 2015): Medutim, SCN1A varijante mogu biti
detektovane i kod pacijenata sa MR vidljivim kortikalnim malformacijama (Barba et al., 2014), ¢ime je
dalje prosiren klini¢ko-radioloski spektar bolesti udruzene sa SCN1A varijantama. Moguce je da su MCD
udruzene sa SCN1A varijantama prediktor loSeg hirurSkog ishoda, medutim, u ovom trenutku za to nema
dovoljno dokaza.

S obzirom na slab odgovor na ve¢inu AEL, kao 1 na relativno skroman uspeh operativnog lecenja,
istrazivanje mogucnosti leenja preciznom terapijom postaje posebno vazno. Jedna od takvih
mogucnosti je perampanel koji deluje kao AMPA antagonista i zbog toga moze biti efikasan kao
terapijska opcija u stanjima sa prevagom glutamatergicke transmisije, poput one kod SCN1A varijantama
posredovane dezinhibicije. U jednoj multicentri¢noj studiji koja je obuhvatila 17 pacijenata sa SCN1A
varijantama, klinicki benefit je pokazan kod 65%, dok je 5 pacijenata bilo BN tokom prac¢enja od
prose¢no dve godine (Nissenkorn et al., 2023). Ovi rezultati sugeriSu obecavajuéu perspektivu u leGenju
SCN1A specifiénim farmacima primerenim mehanizmu bolesti, §to apostrofira veliki znacaj u §to ranijem
otkrivanju genskih varijanti kod FRE, sto bi se moglo pokazati efikasnim i u slucaju nasih pacijenata.

Veza GRIN2A varijanti sa epilepsijom je prvi put opisana 2010. godine u grupi pacijenata
pacijenata sa 10 medu kojima su neki imali i epilepsiju (Endele et al., 2010). Potom je ¢asopis Nature
Genetics je 2013. u istom broju objavio tri rada koji povezuju varijante u GRIN2A genu sa bolestima
epilepsija-afazija spektra, ukljuc¢ujuc¢i SeLECTS. Lemke i sar. su nasli patogene varijante u ovom genu
kod 7,5% od 359 pacijenata obolelih od entiteta u okviru ovog spektra koji su regrutovani u okviru
EuroEPINOMICS mreze (Lemke et al., 2013). Lesca i sar. su opisali 10 familija i 7 pojedinaca sa LKS
ili D/EE-SWAS koji su bili deo EPILAND konzorcijuma medu Kojima je priblizno 20% slu¢ajeva imalo
de novo ili nasledene patogene varijante u GRIN2A genu (Lesca et al., 2013). Carvill i sar. su opisali
varijante u GRIN2A genu kod 9% od 44 pacijenata sa bolestima iz epilepsija-afazija spektra, dok one
nisu zabelezene kod preostalih 495 pacijenata sa drugim D/EE (Carvill et al., 2013). Medutim, tek po
objavljivanju rezultata Epi4K/EPGP je potvrdena njegova uloga u FE izvan ovog relativno uskog spektra
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oboljenja. U ovom istrazivanju je GRIN2A bio peti plasirani gen po zastupljenosti ultra-retkih varijanti
medu obolelima od familijarne NAFE u kojoj su one registrovane kod 1,3% pacijenata (Epi4K
consortium and EPGP, 2017).

GRIN2A gen je lociran na dugom kraku 16. hromozoma (Tabela 45) i pripada evolutivno
visokokonzerviranoj familiji GRIN gena koje karakteriSe nizak stepe tolerancije na varijaciju koji
kodiraju subjedinice NMDA receptora (Petrovski et al., 2013). NMDA receptori su heterotetrameri
sacinjeni od razli¢itih kombinacija subjedinica od kojih je su mozgu daleko najzastupljeniji
heterotetrameri sacinjeni od dva GIuN1/GluN2A heterodimera. Ovakav NMDA receptor za aktivaciju
zahteva vezivanje dva molekula glicina za GIuN1 subjedinice, dva molekula glutamata za GIuN2
subjedinice, kao i dislokaciju magnezijumovog jona lociranog u unutra$njosti pore $to se deSava kao
posledica subpragove membranske depolarizacije za koju je neophodna aktivacija obliznjih AMPA
receptora (detaljno o ovom mehanizmu u Poglavlju 1.4.2.6). Varijante u ¢itavoj familiji GRIN gena,
najcesc¢e GRIN2A (46%), GRIN2B (38%) i GRIN1 (14%), su pored epilepsije, povezane sa slicnim
spektrom kognitivnih neuroloskih i psihijatrijskih oboljenja koji odrazava vaznu ulogu NMDA receptora
u visim kortikalnim funkcijama (XiangWei et al., 2018).

Tabela 45 Molekularno-geneticke karakteristike GRIN2A gena

GRIN2A

OMIM *138253

Citogenetska lokacija | 16p13.2

Duzina gena 430 kb

Oznaka proteina GIuN2A

Veli¢ina proteina 1464 AK, 1652 kDa

Proteinski domeni | Segmenti Funkcija

ATD

LBD S1 Vezivanje za LBD GIuN1 subjedinice
S2
M1 Pora
M2 Povratna petlja

TMD M3 Pora i aktivaciona vratanca
M4 Pora

CTD

OMIM - eng. Online Mendelilan Inheritance in Man; ATD — amino-terminalni domen; LBD
— ligand vezuju¢i domen, eng. ligand binding domain, TMD — transmembranski domen;
CTD - C-terminalni domen; kb — kilobaza; AK — aminokiselina; kDa - kilodalton

GIuN2A subjedinica ima dva ekstracelularna domena, amino-terminalni domen (ATD) i ligand
vezujuc¢i domen (eng. ligand binding domain, LBD) i jedan transmembranski domen sa 4 heliksa (M1,
M3, M4) i jednom povratnom petljom (M2) koji formiraju poru kanala (Slika 83). LBD se sastoji iz dva
segmenta (S1 1 S2) izmedu kojih se vezuje molekul glutamata. S2 je linkerima povezan sa M1, M3 i M4
transmembranskim segmentima i u€estvuje u konformacionim promenama neophodnim za otvaranje
pore kanala, dok se pomocu S1 segmenta GluN2A subjedinica vezuje za GIluNI subjedinicu
heterodimera (Wang and Furukawa, 2019). Transmembranski domen, linkeri koji vezuju njegove
segmente sa LBD, kao i LBD domen su evolutivno visokokonzervirani i jako su osetljivi na missense
varijante (Myers et al., 2019; Swanger et al., 2016).

Distribucija patogenih varijanti u GRIN2A genu korespondira njihovim funkcionalnim
konsekvencama i1 dobro korelira sa tezinom klinicke slike. Funkcionalne analize su pokazale da 33%
varijanti u ATD, 87% varijanti u LBD 1 ¢ak 96% varijanti u TMD dovodi do funkcionalnih izmena u
GIluN subjedinicama, dok to nije pokazano ni kod jedne varijante u CTD, iako se postojanje suptilnih
alteracija nedostupnih funkcionalnim testovima ne mogu iskljuciti (XiangWei et al., 2018). U do sada
najvecoj seriji od 248 obolelih nosilaca varijanti u GRIN2A genu, od koji su 121 bili pojedinacni
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slucajevi, a preostalih 127 ¢lanovi 36 porodica, 145 (58,5%) pacijenata imalo null varijante, medu kojima
su 35 (24,1%) nosili nonsense, 23 (15,9%) pacijenta frameshift, 42 (29,0%) varijante kanoni¢nog mesta
splajsovanja, tri (2,1%) varijante sa gubitkom start kodona i 42 (29,0%) sa manjim strukturnim
varijantama koja zahvataju GRIN2A i/ili okolne gene.(Strehlow et al., 2019). Preostala 103 (41,5%)
pacijenta su imala missense varijante i oni su podeljeni u dve grupe — 69 (67,0%) pacijenata sa missense
varijantama u ATD i LBD domenima i 34 (33,0%) pacijenata sa missense varijantama u TMD domenu
1 linkerima izmedu M1, M3 i M4 i LBD.

— LBD —
ATD S1 M1 M3 S2 M4 CTD

C
SP M2

amino-terminalni
domen (ATD)

ligand ligand
O —_— vezujuci
domen

transmembranski
domcn(TMD) XXX} cecccccee

C C-terminalni
domen (CTD)

Slika 83 Shematski prikaz GIUN2A subjedinice NMDA receptora, adaptirano iz Traynelis et al., 2010

Varijanta ¢.1586T>C, p.Val529Ala je nova prethodno neregistrovana varijanta koje je
detektovana u nasem istrazivanju i koja je lokalizovana u S1 segmentu LBD domena (Tabela 37). Ona
je anotirana kao Stetna od strane MetaRNN, ali je imala nizak REVEL 1 CADD skor zbog cega je
klasifikovana kao VUS, uprkos superiornosti MetaRNN u razlikovanju retkih benignih od retkih
patogenih varijanti o kojoj je ranije bilo re¢i (Poglavlje Error! Reference source not found.). Varijante
u ovom delu gena imaju LOF efekat na NMDA receptor i ujedno su i najcesca lokacija missense varijanti
u ovom genu (Myers et al., 2019). Moguc¢i mehanizam nastanka LOF je smanjen odgovor na vezivanje
agonista, kao i smanjena ekspresija kanala na povrsini ¢elije koja je pokazana kod nekih varijanti u ovom
domenu (Addis et al., 2017). Pacijenti koji su nosioci ovih varijanti, nalik nosiocima null varijanti, su
tipicno normalne intelektualne funkcije ili samo blago 10 (Strehlow et al., 2019), sto je podrzano i
rezultatima Epi4K studije u kojoj su kod 3/7 nosilaca detektovane null varijante, sugeriSuc¢i njohovu
asocijaciju sa blazim fenotipom (Epi4K consortium and EPGP, 2017). Sli¢no je bilo i u nasoj studiji u
kojoj je ¢.1586T>C, p.Val529Ala varijanta zabeleZena kod pacijentkinje 8 (Tabela 38) koja je obolela
od desne TLE+ udruzene sa HS i koja je normalne intelektualne funkcije. Kako su missense varijante u
TMD i linker regionima dovodile do GOF i bile povezane sa tezim stepenom 10O, one su u seriji Strehlow
i sar. ocekivano sve nastale de novo dok je 40% missense varijanti u ATD i LBD domenima bilo
nasledeno. Uz to, svega 3/248 nosioca je bilo zdravo, a preko 80% imalo epilepsiju, $to znac¢i da
penetrantnost GRIN2A varijanti nije znac¢ajno redukovana. Ovo je u skladu sa familijarnom pojavom
bolesti koja je registrovana kod pacijentkinje 8 u nasoj studiji, mada uzorci krvi ¢lanova porodice nisu
bili dostupni za analizu kako bi njena naslednost bila potvrdena.
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Govorni poremecaji su registrovani kod preko 90% nosilaca varijanti (Strehlow et al., 2019). lako
se kod nosilaca varijanti mogu pronaéi govorni poremecaji varijabilne tezine, od izolovane razvojne
disfazije do regresije govora i mutizma, Turner i sar. su pokazali da se kod mnogih pacijenata moze
ocekivati specifi¢an obrazac govorne disfunkcije (Turner et al., 2015a). Oni su nasli da ovi pacijenti
imaju govornu dispraksiju, poremecaja motornog planiranja i programiranja i dizartriju u okviru kojih
dominira neprecizna artikulacija suglasnika i samoglasnika, hipernazalnost i poremecaj prozodije. OvVo
sugeriSe da GluN2A igra vaznu ulogu u razvoju govora, §to je o¢ekivano s obzirom na visoku ekspresiju
ove receptorske subjedinice u regionima ukljuéenim u govorne funkcije poput anteriornog cinguluma,
talamusa, putamena, cerebeluma, anteriornog i dorzolateralnog prefrontalnog korteksa i kaudatusa
(Liégeois and Morgan, 2012). Ipak, vec¢ina dosada$njih studija je bazirana na kohortama pacijenata sa
karakteristi¢nim klini¢kim fenotipom, $to namece pitanje ucestalosti ovih poremecaja u opstoj populaciji
nosilaca GRIN2A varijanti sa epilepsijom. U jednom pregledu prethodno objavljenih varijanti, missense
varijante locirane u LBD domenu su najces¢e bile povezane sa epilepsijom, a rede sa poremecajem
govora i 10 (Myers et al., 2019), $to je mozda objasnjenje za to $to kod pacijentkinje 8 nije registrovan
poremecaj govora ¢ak ni u okviru opseznog neuropsiholoskog testiranja.

U do sada publikovanim studijama je vrlo malo informacija o lobarnim dijagnozama kojima
odgovaraju nosioci GRIN2A varijanti, pogotovu onih sa ¢istom FE bez 10. Lal i sar. su istrazivali
ucestalost GRIN2A varijanti kod cestih epilepti¢kih sindroma i u seriji od 414 pacijenata sa TLE nisu
nasli nijednog nosioca GRIN2A varijanti (Lal et al., 2015), dok je u studiji Strehlow i sar. samo jedan
pacijent imao HS, a drugi povisen intenzitet signala u hipokampusu bez jasnih znakova HS (Strehlow et
al., 2019). Ovo sugerise da klasi¢na TLE udruzena sa HS nije uobicajen fenotip kod nosilaca GRIN2A
varijanti. U slu¢aju nase pacijentkinje je registrovan veéi broj dijagnostickih nalaza koji govori u prilog
primarnoj epileptogenoj zoni izvan temporalnog reznja, ukljucuju¢i hipometabolizam glukoze u
kontralateralnoj insuli (Slika 67), ali s obzirom na postojanje HS koja, iako mozda ne primarno, u ovom
trenutku izvesno doprinosi njenoj bolesti, pacijentkinji je postavljena dijagnoza TLE+. Uzevsi sve
navedeno u obzir, zaklju€eno je da uprkos postojanju viSestrukih argumenata koji govore u prilog
patogenosti varijante ¢.1586T>C, p.Val529Ala, u ovom trenutku nisu zadovoljeni ACMG-AMP
Kriterijumi za verovatno patogenu varijantu te je ona klasifikovana kao VUS: S obzirom na relativnu
pristupa¢nost GRIN2A varijanti funkcionalnoj analizi, ova varijanta je dobar kandidat za funkcionalne
studije, koje bi mogle dovesti do njene reklasifikacije u slucaju dokaza LOF efekta.

U ispitivanoj grupi pacijenata je registrovana jo§ jedna varijanta €.3578T>G, p.Leull93Trp
(Tabela 37), koja u skladu sa prethodnim klasifikacijama i in silico predikcijama klasifikovana kao
verovatno benigna. Ona je lokalizovana u CTD domenu GIuN2A u kome su u jednom pregledu GRIN2A
varijanti povezanih sa epilepsijom patogene ili verovatno patogene varijante zabeleZene kod svega 9%
pacijenata sa epilepsijom (Myers et al., 2019). Sta vise, u seriji Strehlow i sar. nijedna patogena ili
verovatno patogena varijanta nije registrovana u ovom domenu (Strehlow et al., 2019), a funkcionalne
studije nisu pokazale zna¢ajan funkcionalan efekat varijanti u ovom domenu (XiangWei et al., 2018). S
obzirom na to da je GhomAD MAF varijante ¢.3578T>G, p.Leul193Trp bio 0,0001, kao i na to da je
prethodno prijavljena kao verovatno benigna od strane viSe izvora u ClinVar, ona je zadovoljila
kriterijume za verovatno benignu varijantu. Stoga je zaklju¢eno da kod pacijenta 7 ona verovatno nije
izazivac bolesti, iako mogucénost njenog ucesc¢a u patogenezi epilepsije nije u potpunosti iskljucena.

Epilepsija kod pacijenata sa GRIN2A varijantama je cesto farmakorezistentna (von Stllpnagel et
al., 2017) zbog ¢ega je GRIN2A ekstenzivno ispitivan kao potencijalna meta u preciznoj medicini. Dobro
razumevanje funkcionalnih posledica varijanti je neophodno za predvidanje farmakoloskog efekta
terapije. Tako je kod pacijenata sa GRIN2A GOF varijantama predlagana upotreba NMDA anatagonista
poput memantina, amantadina, ketamina i dektrometorfana (Samanta, 2023). Memantin je kod ovih
pacijenata pokazao povoljan klini¢ki efekat (Amador et al., 2020; Bouhadoun et al., 2021; Pierson et al.,
2014). Sli¢no tome, suplementacija L-serinom se pokazala efikasnom u lecenju pacijenata sa GRIN2A i
GRIN2B LOF varijantama (Krey et al., 2022). Medutim, do sada publikovani rezultati su ograni¢eni na
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prikaze pojedinacnih pacijenata i klini¢ke studije za evaluaciju efikasnosti ovih strategija su neophodne
u perspektivi. Nase razumevanje funkcionalnih posledica je do sada uglavnom bilo ograni¢eno na
celularni nivo, dok oskudne informacije iz animalnih modela sugeriSu postojanja Sirih posledica u okviru
neuralnih mreza koja mogu nastati kao posledica kompleksnijih mehanizama poput ekscitotoksi¢nosti
(Gale et al., 2021) ili poremecaja GABA-ergicke mreze (Amador et al., 2020; Kinney et al., 2006). S
obzirom na hipotetisanu prevagu u ekscitatornoj transmisiji, perampanel je razmatran kao precizna
terapijska opcija u leCenju pacijenata sa GRIN2A varijantama, ali je nasuprot uspehu kod pacijenata sa
SCN1A varijantama, kod ovih pacijenata povoljan efekat bio redak (Nissenkorn et al., 2023). S obzirom
na pretpostavljeni LOF mehanizam c.1586T>C, p.Val529Ala varijante, lecenje pacijentkinje 8 pomocu
L-serina bi moglo biti dobra terapija opcija, s obzirom na utvrdenu farmakorezistenciju 1 malu
verovatnocu nezeljenih efekata ovog preparata.

Juberg u sar. su 1971. godine opisali epilepsiju pracenu 10 kod 15 Zenskih Clanova jedne
porodice, dok su muski ¢lanovi bili prividno zdravi (Juberg and Hellman, 1971). Ryan i sar. su 1997.
sugerisali da se verovatno radi o oboljenju sa neobi¢nim obrascem X-vezanog nasledivanja (Ryan et al.,
1997). Konacno su 2008. godine Dibbens i sar. povezali ovo oboljenje sa PCDH19 genom, §to je poput
prethodnih slucajeva, takode objavljeno u Casopisu Nature Genetics (Dibbens et al., 2008). lako
inicijalno povezan sa teSkom D/EE nalik Dravet sindromu kod devojcica, nazvanom epilepsija i
mentalna retardardacija ogranicena na Zenske osobe (eng. epilepsy and mental retardation limited to
females, EFMR) (Scheffer et al., 2008) poslednjih godina se sve ¢es¢e povezuje sa FE znacajno lakSeg
fenotipa ¢ak i kod muskih pacijenata (Epi4K consortium and EPGP, 2017; Krenn et al., 2020; Perucca
etal., 2017b).

Tabela 46 Molekularno-geneticke karakteristike PCDH19 gena

PCDH19

OMIM *300460

Citogenetska lokacija | Xg22.1

Broj egzona 6

Duzina gena 3,4 kb

Duzina transkripta 9765 nt

Oznaka proteina PCDH19

Veli¢ina proteina 1448 AK, 126 kDa

Lokalizacija Proteinski domeni | Motivi Funkcija
EC1
EC2
. EC3 Meducelijska

Ekstracelularni ECa adhezija
EC5
EC6

Transmembranski ™

. . CM1
Citoplazmatski CTD CM2

OMIM - eng. Online Mendelilan Inheritance in Man; kb — kilobaza; nt — nukleotida;
AK — aminokiselina; kDa — kilodalton; EC — eng. extracellular cadherin; TM —
transmembranski domen; CTD — C terminalni domen; CM — eng. conserved motif

PCDH19 se nalazi na kratkom kraku X hromozoma i sastoji se od sest egzona od kojih je prvi
neobi¢no dugacak (Tabela 46). Kodira protein protokadherin 19 (PCDH19) koji pripada protokadherin
02 podklasi kadherinske superfamilije. PCDH19 je kalcijum zavisni Celijski adhezioni molekul koji
sadrzi Sest ekstracelularnih kadherinskih domena (EC1-EC6), transmembranskog domena (TM) i
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citoplazmatrskog regiona koji sadrzi dva visokokonzervirana domena, CM1 i CM2 (

Celijska adhezija Intracelularna signalizacija

I

WIRS

L

PCDH19
. ERa-posredovana
Celijska migracija genska ekspresija
i sortiranje

Slika 84) (Dibbens et al., 2008). Predominantno je eksprimiran u CNS tokom razvoja ali i u
adultnom periodu, pogotovo strukturama u limbic¢kog sistema i korteksu (Vanhalst et al., 2005). Ukljuéen
je u regulaciju proliferacije neuronalnih progenitorskih ¢elija, celularnu adheziju, neuronalnu migraciju
i sortiranje, ali igra ulogu i u sinaptickom provodenju (Yagi and Takeichi, 2000).

Celijska adhezija Intracelularna signalizacija

I

SP ™ CM1CM2
WIRS

PCDH19
; ERa-posredovana
Celijska migracija genska ekspresija
i sortiranje

Slika 84 Struktura i funkcije protokadherina 19 koji sadrzi ekstracelularni domen sacinjen od Sest ekstracelularnih
kadherinskih ponovaka (EC1-EC6), transmembranskog domena (TM), intracelularnog C-terminalnog domena sa dva
konzervirana regiona (CM1 i CM2) i WRC-interagujuéom receptorskom sekvencijom (WIRS). EC domeni ucestvuju u
celijskoj adheziji pomocu homofilnih interakcija sa N-kadherinima (NCAD), dok citoplazmatski domen ucestvuje u
intracelularnoj signalizaciji i trefikingu pomocu interakcije sa GABAa receptorom (GABAAR), NONO (eng. non-POU
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domain containing octamer) proteinom i WRC (eng. wave regulatory complex). B PCDH19 interakcija sa drugim PCDH19
i NCAD regulise éelijsku migraciju i formiranje neuronskih mreza. C PCDHI9 se vezuje za o subjedinicu GABAAR cime
dovodi do povecane membranske ekspresije. D PCDH19 povecava WRC aktivaciju posredstvom Racl Sto regulise
dinamiku aktinskog citoskeleta. E PCDH19 regulise gensku ekspresiju enzima neophodnog za sintezu estrogena pomocu
interakcije NONO proteina sa o Subjedinicom estrogenskog receptora (ERa) Adaptirano iz Gerosa et al., 2019

Neobican obrazac nasledivanja oboljenja izazvanih varijantama u PCDH19 genu je objasSnjen
njegovom specificnom ulogom. Naime, bolest se tipi¢no javlja kod Zenskih heterozigota, dok su muski
hemizigoti prividno asimptomatski prenosioci varijanti (Dibbens et al., 2008). Medutim, gotovo
identi¢an fenotip je zabeleZen i kod muskaraca sa somatskim mozaicizmom (Christel Depienne et al.,
2009), kao i kod muskaraca sa Klinefelterovim sindromom (Romasko et al., 2018). Kako patogene
varijante u PCH19 genu dovode do LOF i za posledicu imaju nefunkcionalan ili potpuno odsutan
proteinski produkt (Christel Depienne et al., 2009), namece se pitanje kako prisustvo jednog aberantnog
proteina dovodi do nastanka klinickog fenotipa dok je njegovo potpuno odsustvo asimptomatsko. Jedno
potencijalno objasnjenje je tzv. model celularne interferencije koje su predlozili Depienne i sar (Christel
Depienne et al., 2009).

U Zenskim ¢Celijama se nasumi¢no inaktivira jedan X hromozom, §to u slucaju postojanje
patogene varijante u PCDH19 genu kao posledicu daje heterogenu populaciju neurona medu kojima neki
imaju, a neki nemaju funkcionalan PCDHI19, slicno kao u slucaju somatskog mozaicizma kod
muskaraca. Nedostatak PCDH19 proteina se verovatno kompenzuje prisustvom drugih protokadherina
kodiranih nekim od preko 70 drugih gena koji se nalaze $irom Citavog egzoma, §to za rezultat daje Celije
sa razli¢itom protokaherinskom garniturom na svojoj povrsini (Christel Depienne et al., 2009). Nasuprot
tome, kod muskih hemizigota postoji samo jedna populacija neurona sa nefunkcionalnim proteinom koja
je verovatno kompenzovana drugim protokadherinima.

! I Homofilne ,‘ L‘
trans-interakcije — ) - 1‘
\\\, .-
41
3|2
I3
: 14

66 %Homoﬁlne )
cis-interakcije

3 I'1 i P

Klasterovani protokadherini Protokadherin 31 Protokadherin 62

Slika 85 Shematski prikaz mehanizma Celijske adhezije pomocéu protokadherina.Pcdh — protokadherini. Adaptirano iz
Mancini et al., 2020

Protokadherini na povrSini razli€itih ¢elija se medusobno kace poput ¢icak trake i tako dovode
do meducelijske adhezije (Cooper et al., 2016), pritom preferencijalno interegujuéi sa ¢elijama koje
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eksprimiraju istu protokadherinsku garnituru (Slika 85) (Christel Depienne et al., 2009). Zbog toga u
heterogenim neuronskim populacijama dolazi do poremecaja meduceliske interakcije Sto za posledicu
verovatno ima izmenjenu aktivnost neuralne mreze usled abnormalnog celularnog aranzmana, dok u
¢elijskim populacijama sa potpunim odsustvom PCDH19 ove izmene ne postoje (Pederick et al., 2018).
Tako varijanta koja na celularnom nivou dovodi do LOF na nivou neuralne mreze odnosno tkiva za
posledicu ima GOF (Slika 86) (Christel Depienne et al., 2009; Pederick et al., 2018). Moguce je da u
ovom procesu ucestvuju i skorije otkriveni mehanizmi, poput asinhronije u neurodifrencijaciji izmedu
¢elija koja imaju normalan i izmenjen PCDH19 (Homan et al., 2018). Uzevsi sve navedeno u obzir, i
dalje aktuelna hipoteza je bazirana na neskladu izmedu neuronskih populacija sa izmenjenim i
neizmenjenim PCDH19 i pretpostavlja da prisustvo samo normalnog kao i samo izmenjenog alela ne
dovodi do bolesti. Ipak, do danas nije opisan nijedan slucaj homozignotnog LOF kod asimptomatskih
zena kojim bi se ova hipoteza potvrdila (Gecz and Thomas, 2020), a hiperekscitabilnost je pokazana u
animalnim modelima i u mozai¢noj i u nemozai¢noj formi (Robens et al., 2022).

g Heterozigotne Zenske osobe sa PCDH19
Osoba bez varijante Ry ij ili musk b ici
l i} PCDHIY varijantom varijantom ili muske olso ¢ sa mozaicizmom

" 1 Gubitak funkcije na nivou proteina
Bez varijante LOF varijanta 1
1 Gubitak
funkcije na
nivou tkiva
Funkcionalni protein Disfunkcionalni protein Disfunkcionalni protein
Dobitak
funkcije na
nivou tkiva
Neuroni sa Samo neuroni sa Samo neuroni sa Samo neuroni sa
funkcionalnim proteinom disfunkcionalnim proteinom disfunkcionalnim proteinom funkcionalnim proteinom
Samo PCDHI19 pozitivne ¢elije Samo PCDHI19 negativne éelije Koegzistirajuée PCDHIY negativne i PCDHI9
pozitivne Celije

Asimptomatska osoba \\ Simptomatska osoba /

Slika 86 Shematska reprezentacija modela celularne interferencije sa LOF na nivou ¢elije, ail GOF na nivou tkiva,
adaptirano iz Niazi et al., 2019

Osim modela ¢elijske interferencije, predlozeni su i drugi mehanizmi koji mogu, barem delom,
ucestvovati u patogenezi epilepsije povezane sa PCDH19 genom. Endotelne celije su mesto visoke
ekspresije ovog gena, pogotovu u CNS. Higurasi i sar. su pokazali da deficit PCDH19 moze dovesti do
imunski posredovanog poremec¢aja hematoencefalne barijere pracen pojavom anti-NMDA antitela u
likvoru, Sto je bilo uspesno suprimirano primenom kortikosteroida. (Higurashi et al., 2015). Autori su
hipotetisali da se remisija napada u adolescenciji kod karakteristicnog fenotipa moze objasniti
maturacijom hematoencefalne barijere kod ovih pacijenata. Osim toga, PCDH19 disfunkcija dovodi i do
redukcije sekrecije neurosteroida poput alopregnanolona (Tan et al., 2015), progesteron sulfata, ali i
kortizola (Trivisano et al., 2017). Hipotetisano je i da se uzrasna zavisnost pojave napada moze objasniti
relativnim deficitom neurosteroida u periodu izmedu tzv. malog puberteta u prvoj godini Zivota i pravog
puberteta u adolescenciji (Samanta, 2020).

Poslednjih godina je opisan i uticaj PCDH19 na GABA-ergicku transmisiju kojom on verovatno
ucestvuje u trofickim kao i inhibitornim funkcijama GABA-ergicke transmisije o kojoj je ranije bilo reci
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(Poglavlje Error! Reference source not found.). Celije u kojima je inhibirana ekspresija PCDH19
imaju smanjenu ekspresiju GABA receptora na ¢elijskoj membrani (Bassani et al., 2018), kao i izmene
u njihovoj provodljivosti (Serratto et al., 2020). Bassani i sar. su pretpostavili da PCDH19 ostvaruje svoj
uticaj na GABA receptor direktnim vezivanjem za o subjedinicu GABAA receptora pomocu segmenta
CTD domena PCDH19 proteina izmedu 763. i 879. aminokiseline (Bassani et al., 2018). Druga
moguénost je da je opservirano smanjenje GABAa funkcije posledica relativnog deficita
alopregnanolona koji je snazan pozitivni alosterlni modulator ovog receptora (Strémberg et al., 2006).
U ovom trenutku nije sasvim jasno kako se GABA-ergicka disfunkcija uklapa u nasledni obrazac bolesti
vezanih za PCDH19 varijante, ali je moguée da u tome ulogu igraju polne razlike u GABA-ergickoj
transmisiji (Mazzoleni and Bassani, 2021). Medutim, moguce je da se izmenama u regulaciji GABA-
ergicke transmisije mogu objasniti fenotipske karakteristike opservirane kod muskih hemizigota kod
kojih je opisan PAS kao i 10 (Kolc et al., 2020a; Piton et al., 2011; van Harssel et al., 2013), s obzirom
na to da je GABA-ergicka disfunkcija povezana sa ovim spektrom oboljenja (Mazzoleni and Bassani,
2021).

U nasem istrazivanju je registrovana jedna frameshift PCDH19 varijanta sa prevremenim
terminacionim kodonom, c¢.2417 2433dup, p.Asn812ProfsTer2 koja je locirana u egzonu tri i
korespondira segmentu citoplazmatske petlje izmedu TM i CM1 koji je zaduzen za vezivanje za o
subjedinicu GABAA receptora. S obzirom na to da se radi o prethodno neregistrovanoj null varijanti, ona
je klasifikovana kao verovatno patogena (Tabela 37). Varijanta je nadena kod dva pacijenta koji su
obojica muskog pola. Frakcija varijantnog alela je bila 0,2 kod pacijenta 9 i 0,13 kod pacijenta 10. S
obzirom na to da se radi o genu lociranom na X hromozomu, ovakav nalaz je visokosugestivan za
postojanje somatskog mozaicizma nastalog rano tokom embrionalnog razvoja. Medutim, iako je u nasoj
studiji radeno duboko sekvenciranje sa velikim stepenom pouzdanosti dobijenih rezultata, definitivna
potvrda mozaicizma bi zahtevala dopunske analize koje u trenutku izrade ove disertacije nisu bile
dostupne. Pacijent 9 ima oca koji je imao jedan spontani neprovocirani epilepticki napad, §to nije spojivo
sa X vezanim obrascem nasledivanja i sugeriSe moguce druge genetske faktore, ali ne iskljucuje
moguénost de novo somatske PCDH19 varijante koja doprinosi nastanku bolesti. Naspram toga, pacijent
10 ima obolelu majku, te se u njegovom slu¢aju moguénost nasledne germinativne varijante ne moze u
potpunosti iskljuciti.

Varijante u PCDH19 genu se ¢eSce registruju kod zena, dok je zastupljenost muskaraca u
kohortama nosioca ovih varijanti je nadena u rasponu od 4,5% do 10% (Kolc et al., 2019; Niazi et al.,
2019; Shibata et al., 2021). Ipak, sa Sirim prepoznavanjem ovog gena kao ucesnika u patogenezi bolesti
kod muskih pacijenata raste njihov udeo. Tako je u studiji Depienne i sar. iz 2012. godine opisana svega
jedna varijanta kod muskog pacijenta, od 70 koliko je bilo uklju¢eno u analizu (Depienne and Leguern,
2012), dok je u studiji Niazi i sar. koja je obradivala 108 varijanti objavljenih nakon 2012. ovaj broj bio
daleko i iznosio je 11/108 (Niazi et al., 2019). Stoga, sa sve $irom primenom NGS verovatno mozemo
ocekivati sve veci broj muskih pacijenta kod kojih su prepoznate ove varijante, ukljucujuci i pacijente u
nasem istrazivanju.

Preko polovine varijanti opisanih u mata-analizi Kolc i sar. je nastalo de novo, $to se pretpostavlja
i u slucaju naSih pacijenata. Relativno veliki procenat varijanti je bio nasleden od majke (18,7%), uprkos
tome $to su varijante u ovom genu spojene sa teSkim fenotipom kod Zenskih osoba (Kolc et al., 2019).
Ovo je mozda delimi¢no uslovljeno i redukovanom penetrantno$¢u koja je u ovoj studiji procenjena na
oko 80% kod Zenskih osoba. Majka pacijenta 10 u naSem istrazivanju je takode obolela od epilepsije te
se, bez analize maj¢inog gena ne moze u potpunosti iskljuciti moguénost da je ova varijanta nasledena.

Varijanta ¢.2417_2433dup, p.Asn812ProfsTer2 je registrovana kod dva pacijenta koji nisu u
srodstvu. Rekurentne varijante u PCDH19 genu se relativno retko srecu u do sada objavljenim podacima.
U analizi Kolc i sar. opisane su svega dve rekurentne varijante kod ukupno 55 pacijenata od kojih 31
pacijent nije bio u srodstvu (Kolc et al., 2019). Jedna od njih, ¢.1091 1092dup, p.Tyr366Leufs*10, je
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mala lokalna duplikacija sa frameshift efektom i prevremenim terminacionim kodonom, vrlo sli¢na onoj
opisanoj u nasoj studiji. Sta vi$e, ona je registrovana de novo kod 7/11 pacijenata koji nisu bili u srodstvu.
Sli¢no tome, ¢.2341dup, p.I78 1Nfs*3 je takode opisana de novo kod muske osobe sa PAS (Kolc et al.,
2020a) kao i kod jedne zenske osobe sa epilepsijom i poremecajem paznje (Cappelletti et al., 2015;
Marini et al., 2012). Uprkos tome $to su male duplikacije relativno retka forma varijanti, one su kao
rekurentne opisane u vise navrata u ovom genu, ukljuujuéi i u naSem istraZivanju. Sta vise, na istoj
lokaciji kao ¢.1091 1092dup, p.Tyr366Leufs*10 je opisana 1 mala delecija ¢.1091delC,
p.Pro364Argfs*4, koja je takode bila rekurentna (Kolc et al., 2020b; Liu et al., 2017; van Harssel et al.,
2013). Shibata i sar. su opisali grupu od sedam citozinskih ponovaka ushodno od ove vruée tacke
(Shibata et al., 2021). Kako su mononukleotidni ponovci opisani kao predilekciona mesta za nastanak
varijanti kod maligniteta gastrointestinalnog trakta (Alves et al., 2016; Jo et al., 2016), moguce je da
njihovo prisustvo u ovom genu dovodi do ovih vrucih tacki. Medutim, u slucaju varijante registrovane
kod nasih pacijenata nisu nadeni vulnerabilni segmenti DNK u njenoj neposrednoj blizini kojima bi se
mogla objasniti mutagena predispozicija, tako da je moguée da su ovaj proces ukljuceni i drugi
mehanizmi, poput spore reparacije mutacija (Tornaletti and Pfeifer, 1994).

Veéina varijanti u PCDH19 genu su lokalizovane u neobi¢no velikom prvom egzonu koji kodira
ekstracelularne kadherinske, transmembranski kao i mali deo intracelularnog domena. U analizi Niazi i
patogene null varijante su bile locirane u ¢itavom genu izuzev poslednjem egzonu, iako je daleko naveci
broj njih registrovan u prvom egzonu, dok su sve patogene missense varijante bile ograni¢ene samo na
prvi egzon (Niazi et al., 2019). U meta-analizi Kolc i sar. preko polovine svih registrovanin PCDH19
varijanti su bile lokalizovane u EC3 i EC4 domenima, verovatno usled funkcionalnog znacaja ovih
domena u ¢elijskoj adheziji (Kolc et al., 2019). Shibata i sar. ispitivali korelaciju lokacije i tipa varijanti
sa klinickim fenotipom u do sada najvecoj objavljenoj analizi koja je ukljucila 455 varijanti (Shibata et
al., 2021). Oni su pokazali da se patogene missense ili null varijante izuzetno retko mogu naci u
citoplazmatskom CTD domenu, odnosno poslednjem egzonu, dok se u GnomAD bazi one ¢esto nalaze
u ovim delovima gena, §to sugeriSe da verovatno nemaju znacajan uticaj na funkcionalnost proteinskog
produkta. Sta vise, patogene null varijante nisu imale ravnomernu distribuciju EC1-EC6 domena poput
missense varijanti ve¢ su se izdvajali u dve grupe — one koji su grupisani od EC1 do EC4 i oni grupisane
od EC5 do citoplazmatskog CTD domena, izuzev poslednjeg egzona i 50 nukleotida ushodno od njega.
Autori su potom pokazali da pacijenti sa null varijantama EC1-EC4 i missense varijantama imaju slican
fenotip, dok oni sa null varijantama distalno od EC5 domena imaju blazu klini¢ku sliku sa kasnijim
pocetkom bolesti, blaZzim stepenom ili potpunim odsustvom IO (Shibata et al., 2021). Ovo je u skladu sa
prethodno opisanom korelacijom ranijeg pocetka bolesti i tezine 1O opisanoj (Kolc et al., 2019; Trivisano
etal., 2018), kao i rezultatima naseg istrazivanja. Naime, ¢.2417 2433dup, p.Asn812ProfsTer2 varijanta
registrovana kod naSih pacijenata je locirana u citoplazmatskom CTD domenu, izmedu TM domena 1
CM1 motiva, a njeni nosiocu su imali kasniji pocetak bolesti i nisu imali 10 (Tabela 38).

Ovakva razlika u efektu null varijante razlicite lokacije nije pokazana u drugim genima, kao §to
je npr. SCN1A. Sta vise, s obzirom na to da je kod PCDH19 null varijanti sa prevremenim terminacionim
kodonom pokazana degradacija RNK posredstvom NMD (Dibbens et al., 2008), kao i na to da do sada
nisu opisani PCDH19 skraceni proteini, ocekuje se da null varijante u ovom genu dovode do potpunog
odsustva funkcionalnog proteina, nezavisno od lokacije varijante. Samim tim se namece pitanje kako
varijante sa istim molekularnim ishodom mogu dovesti do razlic¢itog klinickog fenotipa. Medutim, s
obzirom na to da su predmet funkcionalnih studija do sada bile iskljucivo varijante locirane u prvom
egzonu (Borghi et al., 2022), moguce je da null varijante distalno od EC5 ne dovode do NMD i da bi kao
ishod mogle imati delimi¢no funkcionalni protein, $to je sugerisano i od strane drugih autora (Leonardi
et al.,, 2014). U tom smislu su ove varijante posebno interesantna tema za funkcionalne studije u
perspektivi. Interesantno je ista¢i da iako missense varijante ove lokalizacije nisu pokazale znacajan
funkcionalni efekat i nisu povezane sa bolescu, je moguce da varijante koje dovode do skracenja proteina
u ovom segmentu ne remete Celijsku adheziju koja je u najvecoj meri zavisna od EC1-EC4 domena
(Slika 85), ali da remete funkciju citoplazmatskog CTD domena. Samim tim, je moguce da kod ovih
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varijanti dolazi do poremecaja ranije pomenute interakciju sa GABAAa receptorom. Kako se varijanta
detektovana kod nas$ih pacijenata nalazi u okviru 116 aminokiselina pomocu kojih se PCDH19 vezuje sa
GABAA receptor (Bassani et al., 2018), ovo bi mogao biti mehanizam nastanka bolesti kod masih
pacijenata.

U kontekstu sve Sireg razumevanja mehanizama bolesti vezanih za PCDH19 gen, sve vecu paznju
privlaci spektar oboljenja kod muskih osoba. Hemizigotne osobe muskog pola opisane u literaturi izuzev
u nekoliko pojedinaé¢nih slucajeva u kojima su opisani PAS, ili 1O bili zdravi (Tarpey et al., 2009; van
Harssel et al., 2013). Kolc i Sar. su napravili analizu grupe od 15 muskih osoba koji su bili nosioci
PCDH19 varijanti, od kojih je devet imalo somatski mozaicizam, a preostalih Sest su nosili germinativne
varijante (Kolc et al., 2020a). Medu osobama sa mozaicizmom samo jedna nije imala epilepsiju i veéina
je imala udruzene kognitivne i psihijatrijske komorbiditete dok su u grupi pacijenata sa germinativnim
varijantama svi sem dva pacijenta bili zdravi. Jedan od dva obolela pacijenta sa germinativhom
varijantom je imao 1O, PAS i impulsivno ponasanje, ali nije imao epilepsiju, dok je drugi imao epilepticki
sindrom povezan sa febrilnom infektivnom boles¢u (eng. febrile infection related epilepsy syndrome,
FIRES), te su autori zakljucili da bolest verovatno nije povezana sa ovom genskom varijantom (Kolc et
al., 2020a). Pacijenti u nasem istrazivanju nisu imali zna¢ajne komorbiditete, §to se najverovatnije moze
objasniti kasnijim pocetkom bolesti.

Karakteristican deo PCDH19 fenotipa su klasteri napada Cesto precipitirani febrilnos¢u sto kod
nasih pacijenata nije bio slucaj, verovatno zbog kasnog pocetka bolesti. Naime, veéina obolelih ima
brojne farmakorezistentne napade tokom prve decenije Zivota koji se po pocetku puberteta spontano
proreduju, nezavisno od primenjenih AEL (Trivisano et al., 2018). Moguée da je ovaj fenomen
uzrokovan prirodnim porastom alopregnanolona u puberteta, ¢iji deficit je hipotetisani deo mehanizma
bolesti kod ovih pacijenata (Tan et al., 2015). Shodno tome je moguée da kod nasih pacijenata nisu bili
prisutni neophodni uslovi za razvoj ovako teSkog fenotipa, kao ni udruzenih komplikacija poput PAS i
10 zbor relativno kasnog pocetka bolesti. lako epilepsija kod najveceg broja obolelih po¢inje tokom prve
tri godine zivota (Smith et al., 2018), za ovu bolest je uobicajena velika fenotipska varijabilnost, ¢ak i
okviru istih porodica i opisani su slu¢ajevi pocetka bolesti ¢ak i do 20. godine Zivota (Yang et al., 2019).
Sta vise, neki autori su opservirali relativno kasniji po&etak bolesti kod muskih pacijenata (Kolc et al.,
2020a), sto odgovara i nasim rezultatima.

Vecina pacijenata ima napade sa temporalnim ili frontalnim pocetkom, ali su opisani i oni sa
pocetkom u posteriornom kvadrantu (Samanta, 2020; Smith et al., 2018; Trivisano et al., 2018). Kod
pacijenta 9 je registrovan napad sa pocetkom u frontalnom lobusu sa nemotornim pocetkom S§to se
registruje kod priblizno 60% pacijenata (Trivisano et al., 2018). Pacijent 10 nije imao napade tokom
VEM, ali je imao interiktalni nalaz kao i hipometabolizam glukoze na FDG-PET koji upucuje na
epilepsiju posteriornog kvadranta (Tabela 38). Afektivni iktalni simptomi koji se ¢esto opisuju kod ovih
pacijenata nisu registrovani, §to moze biti posledica uzrasno zavisne evolucije iktalne semiologije §to je
takode karakteristicno za PCDH19 epilepsiju (Marini et al., 2012). Poput nasih pacijenata, vecina
pacijenata sa epilepsijom povezanom sa PCDH19 genom nema vidljivu leziju na MR mozga, ali su
opisani slu¢ajevi MCD (Kurian et al., 2018; Lotte et al., 2016), ali i HS (Lotte et al., 2016), kao i slu¢ajevi
somatskih varijanti u PCDH19 genu u MCD (Lai et al., 2022).

U ispitivanoj grupi pacijenata je prinos sekvenciranja PCDH19 gena bio 2,1% kohorte, §to je
priblizno prethodnim studijama koje su obuhvatile sli¢nu populaciju pacijenata (Hildebrand et al., 2016;
Krenn et al., 2020; Perucca et al., 2017b). U tom kontekstu je vazno napomenuti da suprotno veéini
studija koje su istrazivale karakteristike nosilaca PCDH19 varijanti, koje su konstituisali uglavnom
pacijenti sa karakteristiénim klinickim fenotipom, u ove kohorte su regrutovani pacijenti bez tipi¢nih
klinickih obelezja, encefalopatije, 10 ili psihijatrijskih komorbiditeta. Tako je u studiji Krenn i sar.
patogena varijanta u ovom genu je opisana kod devojcice sa nelezionom FLE koja nije imala ni febrilne
napade niti 10 (Krenn et al., 2020). Hildebrand i sar. su u svojoj grupi pacijenata opisali 3 PCDH19 VUS
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(Hildebrand et al., 2016). Jedna od njih je bila lokalizovana u kadherinskom domenu i zadovoljavala
ACMG-AMP kriterijume za verovatno patogenu, ali je zbog toga S$to je detektovana kod obolelog
muskarca i njegovog rodenog brata klasifikovana kao VUS. Ovo sugerise da je klini¢ki fenotip PCDH19
vezanih oboljenja mozda mnogo $iri od onog zastupljenog u veéini prethodnih studija i o¢ekuje se da ¢e
sa sve ve¢om upotrebom NGS broj pacijenata sa NAFE udruZzenom sa varijantama u ovom genu biti sve
veci.

Interesantno je napomenuti da je kod nasih pacijenata detektovana jo§ jedna varijanta,
(c.2987_2988insCGACGGGACAGGTTATGCAGACAGTTTATCACTGACGGGTCTGCGTTGGC
CTGCAGGAGAGAGACCATACACAGACTCAAACGTGTGCACAGGGACACAGCTGGCATCG
CGCTGTCTATTGA, p.Glu996AspfsTer79) lokalizovana u egzonu Sest i koja odgovara inserciji od 122
nukleotida. Ista sekvencija je pretragom u BLAST, locirana u NPRL3 genu na 16. hromozomu. Kako je
locirana u poslednjem egzonu PCDH19 gena, kako je translokacija izmedu 16. i X hromozoma malo
verovatna, i kako je u prilikom sekvenciranja registrovan samo jedan varijanti prepis, zakljuéeno je da
se u ovom slucaju gotovo sigurno ne radi o kauzalnoj varijanti i da je najverovatnije u pitanu artefakt
sekvenciranja. Medutim, ovakav artefakt moze sugerisati postojanje izmene u NPRL3 genu kod ovog
pacijenta, ¢ije dokazivanje bi zahtevalo ponovnu molekularno-genetsku analizu, mozda primenom neke
druge metode poput direktnog sekvenciranja.

Epilepsija povezana sa PCDH19 genom je tipi¢no farmakorezistentna. Lotte i sar. su nasli da su
pacijenti sa PCDH19 varijantama imali prose¢no 5,5 terapijskih pokusaja sa razli¢itim AEL, a preko
98% njih je leceno sa dva ili vise AEL (Lotte et al., 2016). Interesantno je da je u ovoj kao i ranijim
studijama (Higurashi et al., 2013) pokazana superiornost klobazama i bromida u odnosu na druge AEL,
Sto se verovatno moZze dovesti u vezu sa GABA-ergickom disfunkcijom koja je verovatno deo
mehanizma bolesti. Sto je posebno interesantno, kod ovih pacijenata nije pokazan razvoj tolerancije na
klobazam koji se vida kod drugih epileptickih sindroma (Lotte et al., 2016). Pacijent 9 je neuspesno le¢en
pomocu pet AEL (Tabela 38), sto je u skladu sa rezultatima ovih studija u kojima je pokazan slab
terapijski odgovor na AEL koji su primenjeni kod ovog pacijenta. Pacijent 10 je do trenutka izrade ove
disertacije leCen samo pomoc¢u dva AEL zbog relativno skorijeg vremena postavljanja dijagnoze. U oba
slucaja je terapijski pokusaj sa klobazamom i bromidom razumna terapijska strategija. Kombinacija
stiripentola, valproata 1 klobazama koja se esto primenjuje kod obolelih od Dravet sindroma je takode
bila efikasna u jednoj studiji (Trivisano et al., 2015a), ali je moguce da se ona moze objasniti visokim
koncentracijama klobazama koje se ¢esto vidaju u ovoj terapijskoj kombinaciji usled inhibicije njegovog
metabolizma valroatom. Perampanel je pokazao dobar rezultat u jednoj studiji na vrlo malom broju
pacijenata, te je neophodno dalje istrazivanje ove opcije (Nissenkorn et al., 2023).

S obzirom na utvrdeni deficit alopregnanolona, kod ovih pacijenata je pokuSano sa primenom
njegovog analoga, ganaloksona. Rezultati jedne randomizovane kontrolisane duplo slepe klinicke studija
druge faze su pokazali vec¢u redukciju napada sa ganaloksonom u odnosu na placebo, ali ova razlika nije
dostigla statisticku znacajnost, te je neophodno sprovesti studije sa veéim brojem pacijenata radi
definitivnog zakljucka (Sullivan et al., 2023). Interesenanto je istaci da su najbolji terapijski odgovor u
ovoj studiji imali pacijenti sa zabelezenim niskim vrednostima alopregnanolona, te je moguce da bi
selekcija ovakvih pacijenata bila dobra strategija.

Kortikosteroidna terapija je bila uspe$na u suzbijanju klastera napada, ali bi se napadi po obustavi
terapije po pravilu vracali (Higurashi et al., 2015). Interesantno je da je u istoj studiji pokazana supresija
encefalopatskih EEG promena kod jednog i uspesna profilaksa napada tokom febrilnih epizoda kod
drugog pacijenta, tako da je moguce da njihova primena ima mesta u specificnim klini¢kim situacijama.

Vrlo malo podataka o operativnom le¢enju kod ovih pacijenata postoji u do sada dostupnoj
literaturi. Kurian i1 sar. su opisali dve pacijentkinje sa PCDH19 varijantama i FCD koje su po
operativnom le¢enju imale redukciju ali ne i dugotrajnu remisiju napada (Kurian et al., 2018). Sli¢no
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tome, Nagarajan i sar. su opisali jedan slucaj epilepsije sa FCD i postoperativnom redukcijom napada
(Nagarajan et al., 2022). Medutim, s obzirom na spontanu remisiju napada koja nastupa kod mnogih
pacijenata po pocetku puberteta kao i relativno lo§ operativni ishod kod drugih genetski determinisanih
epilepsija sa poremecajem sinapti¢ke transmisije (Stevelink et al., 2018), selekcija pacijenata kao i
procena optimalnog vremena za operativno le€enje mora biti sprovedena od slucaja do slu¢aja. Kod nasih
pacijenata epileptogena zona nije precizno utvrdena tako da u ovom trenutku nisu razmatrani kao hirurski
kandidati, ali bi u perspektivi postojanje genetske dijagnoze moralo uéi u procenu podobnosti za hirursko
lecenje ukoliko bi se epileptogena zona blize odredila.

Prvi gen koji ne kodira jonski kanal koji je povezan sa epilepsijom je bio LGI1. Prvi put je opisan
1998. godine u ¢elijama glioblastoma (Chernova et al., 1998) dok je sa epilepsijom prvi put povezan od
stane dve nezavisne grupe istraziva¢a 2002. godine koji su istrazivali porodice sa ADEAF (Kalachikov
et al., 2002; Morante-Redolat et al., 2002).

Tabela 47 Molekularno-geneticke karakteristike LGI1 gena

LGI1
OMIM *604619
Citogenetska lokacija | 10923.33
Broj egzona 8
Duzina gena 36,9 kb
Duzina transkripta 2,2 kb
Oznaka proteina LGI1
Veli¢ina proteina 557 AK, 64 kDa
Proteinski domeni Segmenti Funkcija
Signalni peptid So!rtlranje u endoplazmatski
retikulum
NTD Ak K don —
5 LRR SO_l’lS 0 navodenje, vezivanje
proteina
CTD 7 EPTP Vez_l\{gnje za proteine ADAM
familije

OMIM - eng. Online Mendelilan Inheritance in Man; kb — kilobaza; nt — nukleotida; AK —
aminokiselina; kDa — kilodalton; NTD — N terminalni domen; LRR — eng. leucine rich repeat; CTD
— C terminalni domen; EPTP — epitemptin; EAR — eng. epilepsy-associated repeat

Nalazi se na kratkom kraku 10. hromozoma i pripada familiji LGI gena u kojoj su i LGI2, LGI3
i LG14 sa kojima ima 60-70% homologije (Gu et al., 2002). Eksprimiran je dominantno u mozdanim
neuronima i detektovan je i u inhibitornim i u ekscitatornim neuronima (Ohkawa et al., 2013).
Distribucija ekspresije se menja tokom razvoja. Tokom embrionalnog perioda nije vezana za
diferencirane neurone ve¢ je difuzna 1 vezana za migrirajuce nezrele neurone, §to sugeriSe vaznu ulogu
LGI1 u mozdanom razvoju. U adulthom mozgu je njegova ekspresija najveca u strukturama limbickog
sistema i V i VI sloju neokorteksa (Silva et al., 2011).

LGl
197 221 224 557

M-cap LRR C-cap

Slika 87 Shematski prikaz strukture LGI1 proteina, adaptirano iz Yamagata et al., 2018

Sastoji se od osam egzona od kojih prvih Sest kodiraju NTD, dok preostala dva kodiraju CTD
domen (Yamagata et al., 2018). NTD domen sadrzi signalni peptid koji omogucava sortiranje peptida u
endoplazmatskom retikulumu gde biva glikoziliran i gde signalna sekvenca bila odstranjena da bi nastao
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zreli protein od 60 kDa (Slika 87) (Sirerol-Piquer et al., 2006). U NTD domenu se nalaze i motiv safinjen
od cetiri i po ponovka sekvencije bogate leucinom (eng. leucine rich repeat, LRR) koja je oivi¢ena
regionima bogatim cisteinom. LRR ucestvuje u vezivanju za druge proteine i verovatno igra ulogu u
aksonskom navodenju (Hernandez-Miranda et al., 2010). U CTD domenu se nalazi sedam ponovaka
epitemptina, drugacije nazvanog ponovak povezan sa epilepsijom, (eng. epilepsy associated repeat,
EAR), koji je viskohomologan sa slicnom sekvencom u drugim genima povezanim sa epilepsijom
(Scheel et al.,, 2002). Epitemptin se vezuje za ADAM22, ADAM23 i ADAM11 koji su deo
transmebranske familije ADAM metaloproteaza. Vezivanjem LGI1 za ovaj proteinski kompleks nastaje
kompleks koji ucestvuje u regulaciji neurotransmisije (Fukata et al., 2006).

U ClinVar registru je prijavljena 31 patogen i 14 verovatno patogenih malih varijanti medu
kojima su najbrojnije nonsense varijante (33%), potom frameshift (31%), missense (20%) i varijante koje
uti¢u na splajsing (13,3%) (“LGI1[gene] - ClinVar - NCBIL,” n.d.). Patogene varijante u LGI1 genu
dovode do LOF i haploinsuficijencije. Ve¢ina missense varijanti dovodi do poremecaja sekrecije
proteina, dok preostale dovode do redukcije vezivanja LGI1 za ADAM proteine ili LGI1 dimerizaciju
koja je neophodna za regulaciju AMPA transmisije (Yokoi et al., 2015), kao i Ky1 kalijumskih struja
(Slika 88) (Zhou et al., 2023). Interesantno je da vezivanje autoantitela protiv LGIl ima sli¢ne
molekularne konsekvence $to dovodi do autoimunog limbickog encefalitisa sa neuromiotonijom,
epileptickim napadima i amnestickim sindromom (Slika 88) (Lai et al., 2010). Ovo podrzava hipotezu
da je poremecaj interakcije LGI1 i ADAM22 proteina kljuéna u patogenezu epilepsije kod LGI1
poremecaja.

A

Presinapticka membrana

S

’ Autoantitela
(¢]
(" ]
e ® o 5{

Genske varijante

Postsinapticka membrana

Slika 88 Shematski prikaz funkcije LGI1 u sinaptickoj organizaciji: A organizacija LGI interakcije sa ADAM proteinima i
posredne interakcije sa Kyl kanalom i AMPA receptorom; B patogena disrupcija LGI1 posredstvom patogene varijante ili
autoantitela usled internalizacije Ky1 kanala (1), smanjene Ky1 struje usled brze inaktivacije (2) ili uklanjanja Ky1 kanala i
AMPA receptora iz sinapticke pukotine (3). Smanjenje kalijumskih struja dovodi do povecane ekskrecije neurotransmitera u
sinapticku pukotinu, adaptirano iz Baudin et al., 2021
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LGI1 varijante se tipicno povezane sa ADEAF, familijarnim sindromom FE koji najces¢e pocinje
u drugoj ili trecoj deceniji koji karakteriSe pojava fokalnih napada sa ocuvanom svescu 1 auditornim
simptomima o kome je detaljno bilo reci u ranijem tekstu (Poglavlje 1.5.4). U ovom sindromu je
zabelezena veliku fenotipska varijabilnost, ¢ak i medu c¢lanovima iste porodice i nisu pokazane
fenotipsko-genotipske korelacije (Nobile et al., 2009). Sta vise, lokacija kao ni tip varijante u okviri LGI1
gena nije povezan sa njenom penetrantno$¢u (Rosanoff and Ottman, 2008). Vazno je istaci da iako je
Cesto percipirana kao benigni sindrom, samo jedna tre¢ina pacijenata je postigla petogodisnju terminalnu
remisiju dok je oko jedne tre¢ine bolesnika bilo farmakorezistentno u grupi pacijenata od 123 pacijenta
(Bisulli et al., 2018). Priblizno 14% pacijenata u ovoj studiji nije imalo napade sa evolucijom u
bilateralne toni¢ko-klonicke napade, §to je posebno vazno jer je opservirano da ovi pacijenti cesto imaju
losu terapijsku komplijansu jer percipiraju svoje simptome kao benigne (Furia et al., 2022).

Sveukupno, radi se o sindromu boljeg terapijskog odgovora i prognoze u odnosu na MTLE,
pogotovu kada je ona udruzena sa HS: Berkovic i sar. su analizirali 75 porodica sa TLE od koju su Cetiri
zadovoljavale kriterijume za dijagnoza ADEAF (S. F. Berkovic et al., 2004). Samo u dve ADEAF
porodice su dokazane LGI1 varijante, dok nijedna od preostale 71porodice nije imala LGI1 varijante.
Ovakvi rezultati sugeridu da su LGI1 varijante &eiée spojive sa farmakosenzitivnom epilepsijom. Sta
vise, uprkos uc¢es¢a LGI1 u embrionalnom razvoju mozga (Silva et al., 2011) kao i prisustvu poremecaja
neuronalne migracije u animalnim modelima (Liu et al., 2019; Silva et al., 2020), kod nosilaca LGI1
varijanti nije pokazano prisustvo malformacija kortikalnog razvoja i pacijenti po pravilu imaju uredan
nalaz MR mozga (Furia et al., 2022). Kako uprkos definisanim molekularnim konsekvencama LGI1
varijanti, njihov mehanizam epileptogeneze nije u potpunosti razjasnjen, kao i s obzirom na povoljan
odgovor na konvencionalne AEL kod vecine pacijenata, do trenutka izrade ove disertacije nisu definisane
potencijalne opcije precizne medicine.

Varijante u LGI1 genu su ¢esto detektovane u kohortama pacijenata sa FE. U Epi4K studiji, LGI1
gen je bio drugorangirani (Epi4K consortium and EPGP, 2017), a u Epi25 studiji prvorangirani gen po
optereéenju patogenim varijantama kod pacijenata sa NAFE (Epi25 Collaborative, 2019). U grupi
pacijenata sa familijarnom NAFE u kojoj je 1,5% nosilo ovu varijantu (Epi4K consortium and EPGP,
2017), dok su u analizi Li i sar. ove varijante detektovane kod 0,6% pacijenata (J. Li et al., 2022).
Medutim u nasoj studiji nijedna VOI nije detektovana u ovom genu. Moguce objasnjenje je u relativno
malom uzorku u na$oj studiji, medutim u studiji Tsai i sar. koja je obuhvatila preko 500 pacijenata takode
nije registrovan nijedan nosilac varijante u ovom genu (Tsai et al., 2018), kao ni u studiji Krenn i sar.
(Krenn et al., 2020), te je moguée da su pacijenti sa ovom varijantom relativno manje zastupljeni u
kohortama u kojim dominiraju pacijenti sa FRE.

U ranijem tekstu je istaknuto da je etiologija najvazniji prediktor klini¢kog toka, odgovora na
AEL, kao i uspeSnosti hirurS§kog leCenja fokalne epilepsije (Shorvon et al., 2019). Razumevanje
etiologije fokalne epilepsije je transformisano uvodenjem magnetne rezonancije visoke rezolucije i
genskim sekvenciranjem nove generacije (Thomas and Berkovic, 2014) ¢ime je definisana strukturna
kao genetska etiologija kod mnogih pacijenata koji su do tada klasifikovani kao oboleli od epilepsije
nepoznatog uzroka.

Nasa istrazivanje je bilo fokusirano na definisanje distribucije strukturne etiologije fokalne
epilepsije. Njena distribucija je u velikoj meri zavisna od posmatrane kohorte bolesnika, kao i
metodoloskog pristupa njenoj definiciji. Nasa studija je obuhvatila veliku i ekstenzivno fenotipski
definisanu grupu bolesnika sa FE jednog tercijernog epileptoloskog centra. Novije studije ovakvog
dizajna su retke i ve¢ina ih je fokusirana na specifi¢ne populacije, kao $to su kandidati za hirurSko lecenje
ili novooboleli pacijenti sa fokalnom epilepsijom, dok su starije studije limitirane dostupnim
dijagnosti¢kim moguénostima u trenutku njihovog izvodenja. Sta vise, princip rada naseg Centra
obezbeduje veliku pouzdanost definisanih sindromskih i etioloskih dijagnoza. Zbog toga nasa studija
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daje savremen i precizan uvid u strukturu pacijenata epileptoloskih centara i ilustruje ucestalost
etioloSkih kategorija sa kojima se uobicajeno srecemo u okviru klinicke prakse.

Sa sve veéim prepoznavanjem doprinosa genetskih determinanti u nastanku bolesti raste i potreba
za utvrdivanjem proporcije bolesnika kod kojih postoje radioloski i klini¢ki pokazatelji genetske osnove.
Ranije studije su jasno definisale pozitivnu porodi¢nu anamnezu, rani pocetak i odsustvo lezije na MR
mozga kao signifikantne prediktore (Ottman et al., 1996a, 1996a). Medutim, nijedna od njih nije
izuCavala uCestalost ovih pacijenata u kohortama epileptoloskih centara, niti je uzimala u obzir nalaz MR
mozga Vvisoke rezolucije koja je postala dijagnosti¢ki standard u modernoj epileptologiji. Zbog toga
smatramo da nasa studija daje dragocene informacije o zastupljenosti ovih pacijenata u svakodnevnoj
praksi, kao 1 medu pacijentima razli¢itog radioloskog nalaza.

U cilju definisanja doprinosa savremene molekularno-geneticke dijagnostike razjasnjenju
etiopatogenetskih procesa koji doprinose nastanku fokalne epilepsije analizirana je selektovana grupa
pacijenata vrlo sli¢na kohortama ukljucenih u prethodna istrazivanja ovog tipa. Kori§¢en je posebno
dizajniran NGS genski panel kojim je sprovedeno citanje velike dubine. Ovim je obezbedena velika
tacnost dobijenih rezultata ¢ime je izbegnuta potreba za resekvenciranjem direktnim (Sanger)
sekvenatorom. U informatickoj obradi dobijenih sekvenci koris¢eni su protokoli definisani od strane
Broad instituta koji predstavljaju savremeni standard u bioinformatici, ¢ime je obezbedena visoka
validnost izdvojenih genskih varijanti. Ovo je prva studija genetske epilepsija u nasoj zemlji koja je
prema broju ukljucenih pacijenata, njihovoj strukturi, dometu dijagnosticke obrade kao i primenjenim
metodama molekularne genetike merljiva sa studijama iz drugih evropskih centara.

Ucinjenim sekvenciranjem je postignut visok dijagnosticki prinos merljiv sa studijama koje suu
analizu ukljucile daleko ve¢i broj gena, ¢ime je opravdan protokol koriS¢en pri selekciji pacijenata i jo$
jednom potvrdeno da medu bolesnicima sa fokalnom epilepsijom koji nemaju MR leziju, imaju pozitivnu
porodi¢nu anamnezu na epilepsiju i srodna oboljenja 1 imaju pocetak boleti pre 35. godine Zivota Cesto
imaju genetski determinisanu bolest. Sta vi$e, nagim istraZivanjem je jo$ jednom potvrden veliki znacaj
varijanti u DEPDC5, NPRL2, SCN1A i PCDH19 gena u nastanku Ciste fokalne farmakorezistentne
epilepsije koja nije pracena znacajnom intelektualnom onesposobljnos¢u ¢ime je definisana potencijalna
dijagnosticka strategija za genetsko ispitivanje ove grupe bolesnika u uslovima ogranicenih dijagnosticki
resursa. NaSom studijom je definisano pet ranije neopisanih verovatno patogenih varijanti, kao i dve
VUS koje su odli¢ni kandidati za dalje funkcionalne ili segregacione studije. Sem toga, opisane su nove
klini¢ko-genetske asocijacije koje predstavljaju dobru osnovu za dalje istrazivanje u veéim grupama
pacijenata sa varijantama u specificnim genima.

Ipak, pri interpretaciji naSih rezultata je neophodno uzeti u obzir neka metodoloska ogranicenja.
Na prvom mestu, definisanje etiologije bolesti je bilo ograni¢eno na njenu strukturnu kao i, za manji broj
pacijenata, genetsku osnovu bolesti. Nasa metodologija nije obuhvatala sistemati¢énu neuroimunolosku
evaluaciju kojim je moguce da bi bili definisan manji broj pacijenata sa imunski posredovanom
epilepsijom koji nisu detektovani pristupom definisanom nasim metodoloskim protokolom. Potom,
definicija strukturne etiologije je bila ograni¢ena na radioloski definisanu etiologiju epileptogene lezije
koja bi u cilju definitivne dijagnoze zahtevala patohistoloSku analizu, koja je bila dostupna iskljucivo
kod hirurski leCenih pacijenata. Ipak, smatramo da kako ova grupa nije reprezentativna za celokupnu
populaciju pacijenata epileptoloskih centara, pristup koji je primenjen u nasoj studiji omogucéava najbolji
uvid u etiologiju najvece grupe ovih pacijenata. Na kraju, molekularno-geneticka analiza nije obuhvatila
sve pacijente iz naSe kohorte kod kojih je postojala klinicka opravdanost za sprovodenje ovakvog
ispitivanja, kao ni srodnike obolelih, §to bi moglo doprineti dokazivanju patogenosti za dve registrovane
VUS.

Ipak, ovim istrazivanjem je dokazana opravdanost genetskog testiranja adultnih pacijenata sa
sindromski ¢istom farmakorezistentnom FE, koje obecava dalju perspektivu u uklju¢ivanju vece kohorte
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pacijenata kao i analizi veceg broja gena. Daljom ekspanzijom razumevanja genskih varijanti i njihovog
odraza na klini¢ko-radioloski fenotip u buduc¢nosti moze omoguciti leCenje personalizovanom ili

preciznom medicinom, razvoj molekula usmerenih prema specificnim molekularnim mehanizmima kao
I pomoci pri selekciji kandidata za operativno leCenje.
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6 Zakljucci

Zakljucci iz nasih rezultata proistekli su iz analize velike grupe od 965 pacijenata sa fokalnom
epilepsijom ispitivanih u Centru za epilepsije Klinike za neurologiju Univerzitetskog klini¢kog centra
Srbije tokom jedanaestogodisnjeg perioda kao i pionirske studije genetske osnove fokalne epilepsije u
nasoj zemlji na manjoj grupi pacijenata od 96 pacijenata.

1. Klinicke i demografske karakteristike ispitivane populacije: Oboleli od FE u
ispitivanoj grupi pacijenata su bili uravnotezene polne distribucije, prose¢ne starosti 32 godine, starosti
na pocetku bolesti 14 godina, i sledece distribucije lobarnih dijagnoza: TLE 40,3%, FLE 13,4%, PQE
10,9%, ILE 1,3%, TLE+ 2,0%, dok je 32,1 imalo neutvrdenu lobarnu dijagnozu. Ukupno 16,6%
pacijenata je imalo pozitivhu porodicnu anamnezu na epilepsiju i srodne poremecaje. Pozitivnu
porodi¢nu anamnezu na epilepsiju je imalo 14,1%, jedan spontani epilepticki napad 0,6% i febrilne
napade 1,9%. Distribucija dijagnoza medu srodnicima od I do III stepena srodstva je bila uravnotezena.
NajviSe pacijenata je imalo samo jednog obolelog srodnika (1,3%), a najveci broj obolelih srodnika je
bio sedam.

2. Zastupljenost NSFE i SFE razlicite strukturne etiologije i njen odnos sa lobarnom
dijagnozom FE: Priblizno tri Cetvrtine pacijenata su imali NSFE (74,2%), dok je oko jedna Cetvrtina
imala SFE (25,8%). Oboleli od NSFE su imali duze trajanje bolesti (17 vs. 11 godina, p < 0,001) i ¢esce
su imali TLE u odnosu na pacijente sa SFE (42,6% vs. 34,0%, p < 0,001). Prinos MR u definisanju
strukturne etiologije je bio 66,0%. Najcesca lezija je bila HS (22,1%), potom FCD (11,1%), glioza
(10,7%), tumor (9,0%) KM (6,5%), VM (5,2%) i AIE (1,3%). Najcesca etiologija TLE je bila HS
(47,0%), dok je FLE najceSce bila neutvrdene etiologije, a potom udruZena sa FCD (24,8%). PQE je
podjednako Cesto bila neutvrdene etiologije i povezana sa FCD (22,9%). ILE je najc¢esce bila uzrokovana
FCD (53,8%), dok je TLE+ najceSc¢e bila udruzena sa HS (73,7%).

3. Porodi¢na anamneza na epilepsiju i srodne poremecéaje medu pacijentima sa NSFE
i SFE: Oboleli od NSFE su znac¢ajno ¢esée imali pozitivnu porodi¢nu anamnezu u odnosu na obolele od
SFE kada su posmatrane sve dijagnoze (19,1% vs. 9,2%, p < 0,001) kao i kada je posmatrana samo
epilepsija (16,1% vs. 8,4%, p < 0,003) kod srodnika. Pacijenti sa NLFE (23,7% vs. 9,2%, p < 0,001) i
HS (15,5% vs. 9,2%, p = 0,028) su znacajno ¢esce imali pozitivnu porodi¢nu anamnezu na epilepsiju i
srodna oboljenja u odnosu na obolele od SFE. Pacijenti sa SFE su imali najvise dva obolela srodnika (tri
pacijenta), dok su oboleli od NLFE imali najvise sedam obolelih srodnika (dva pacijenta), oboleli sa HS
(dva pacijenta) 1 KPE najviSe Cetiri obolela srodnika (jedan pacijent).

4. Starost na pocetku epilepsije i lobarna dijagnoza medu pacijentima sa NSFE
razlicite etiologije i SFE: Celokupna grupa pacijenata sa NSFE je imala zna¢ajno raniji pocetak bolesti
u odnosu na pacijente sa SFE (13 vs. 18 godina, p < 0,001). Pacijenti sa HS (12 vs. 18 godina, p < 0,001)
i KPE (11 vs. 18 godina, p < 0,001) su imali znacajno raniji pocetak bolesti u odnosu na pacijente sa
SFE, dok ova razlika nije bila statisti¢ki znacajna izmedu grupe pacijenata sa NLFE i SFE (15 vs. 18
godina, p < 0,001). Oboleli od NSFE su znac¢ajno ¢esée bolovali od TLE (63,9% vs. 47,5%, p < 0,001) i
rede bolovali od ETLE (36,1% vs. 52,5%, p < 0,001) u odnosu na pacijente sa SFE. Pacijenti sa NLFE
su ¢esce imali TLE (50,7%) dok su FLE i PQE ¢esce imali pacijenti sa SFE (26,8% i 23,5%, p < 0,001).

5. Odnos porodi¢ne anamneze na epilepsiju i srodne poremecaje sa staro§éu na
pocetku epilepsije i lobarnom dijagnozom kod pacijenata sa NSFE i SFE: U celokupnoj grupi
obolelih od NSFE (9 vs. 14 godina, p < 0,001), kao i u grupi NLFE (12 vs. 17 godina, p < 0,001) i KPE
(3 vs. 12,5 godina, p < 0,001) su pacijenti sa pozitivnom porodicnom anamnezom imali znac¢ajno raniji
pocetak bolesti, dok u grupi obolelih sa HS (6 vs. 13 godina, p = 0,086) kao i SFE (17 vs. 18 godina, p =
0,483) ova razlika nije bila statisticki znac¢ajna. Sta vise, pocetak bolesti kod pacijenata sa NSFE i
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pozitivnom porodi¢nom anamnezom je bio najkasnije do 39. godine Zivota (NLFE do 34, HS do 39, KPE
do 39, godine), dok je kod pacijenata sa SFE bio do 44. godine. U grupi pacijenata sa negativnom
porodi¢nom anamnezom, pacijenti sa NSFE, NLFE i SFE su oboljevali do 79. godine, dok su pacijenti
sa HS oboleli do 74, a oboleli od KPE do 64. godine. Nije nadena statisticki zna¢ajna razlika u distribuciji
lobarnih dijagnoza kod pacijenata sa pozitivnom i negativnom porodi¢nom anamnezom na epilepsiju i
srodne poremecaje.

6. Udestalost ultra-retkih varijanti u najceS¢im genima povezanim sa nastankom FE:
Sekvenciranjem sedam selektovanih gena (DEPDC5, NPRL2, NPRL3, SCNI1A, LGI1, GRIN2A,
PCDH19) registrovano je osam VOI kod 10 (10,4%) pacijenata od kojih su sedam nove koje nisu
prethodno registrovane u ClinVar ili GhnomAD. Pet varijanti je klasifikovano kao verovatno patogeno,
dve kao VUS 1 jedna kao verovatno benigna. Ukupni dijagnostic¢ki prinos ovako dizajniranog panela je
iznosio 7,3%. Sekvenciranja gena definisanih u Epi4K studiji (DEPDC5, SCN1A, LGI1, GRIN2A,
PCDH19) je registrovano Sest VOI kod osam (8,3%) pacijenata, dok je dijagnosticki prinos bio 6,2%.
Sekvenciranja gena GATOR1 kompleksa (DEPDC5, NPRL2, NPRL3) je registrovano cetiri VOI kod
cetiri (4,2%) pacijenata, dok je dijagnosticki prinos bio 3,1%.

7. Klinic¢ke, radioloske i elektroencefalografske karakteristike nosilaca varijanti u
ispitivanim genima: Pacijenti koji su bili nosioci varijanti se nisu zna¢ajno razlikovali po starosti, polu,
starosti na pocetku i trajanju bolesti, broju isprobanih AEL, ucestalosti febrilnih napada, povreda glave,
pojavi napada sa evolucijom u bilateralne tonicko-kloni¢ke napade, klastera napada ili epilepti¢kog
statusa u odnosu na pacijente koji nisu bili nosioci varijanti. Nosioci su znac¢ajno ¢e$¢e imali ETLE u
odnosu na one koji nisu bili nosioci i kada su analizirani svi geni (60,0% vs. 18,6%, p = 0,011), i kada
su analizirani samo geni Epi4K grupe (62,5% vs. 19,3%, p = 0,020) ili GATOR1 kompleksa (75,0% vs.
20,7%, p = 0,020). Nije pokazana razlika u udelu nosilaca VOI izmedu obolelih sa pozitivnom i
negativnom porodi¢nom anamnezom na epilepsiju i srodna oboljenja kada su analizirani svi geni (13,8%
vs. 3,2%, p = 0,160) kao ni kada su analizirani samo geni Epi4K grupe (10,7% vs. 3,2%, p = 0,201) kao
ni samo GATOR1 kompleksa (10,7% vs. 3,2%, p = 0,201). Nije pokazana razlika u udelu nosilaca VOI
izmedu obolelih NLFE i onih sa MR definisanom lezijom kada su analizirani svi geni (20,0% vs. 7,9%,
p = 0,209) kao ni kada su analizirani samo geni Epi4K grupe (10,0% vs. 7,9%, p = 0,670) kao ni samo
GATOR1 kompleksa (10,0% vs. 7,9%, p = 0,670).

8. Utvrdivanje prethodno neregistrovanih varijanti od interesa u ispitivanim genima:
Medu VOI utvrdenim u naem istraZivanju samo jedna prethodno opisana verovatno benigna varijanta
je registrovana u GRIN2A genu kod jednog (1,1%) pacijenta. Nije registrovana nijedna VOI u LGI1 genu
Dve nove verovatno patogene varijante (jedna frameshift i jedna SNV kanoni¢nog mesta splajsovanja)
su definisane u DEPDCS5 genu kod dve (2,2%) pacijentkinje od kojih je jedna alelska sa ranije opisanom
frameshift varijantom i oznac¢ava mogucu mutacionu vrucu tacku koja zahteva dalje ispitivanje. Jedna
nova verovatno patogena frameshift varijanta je definisana u NPRL2 genu kod jedne (1,1%) pacijentkinje
sa uspesno operativno leCenom TLE udruZzenom sa HS, §to predstavlja prvi opisani slu¢aj varijante u
NPRL2 genu povezane sa HS. Jedna nova verovatno patogena frameshift varijanta je definisana u SCN1A
genu kod dva (2,2%) pacijenta koji nisu u srodstvu koja sugeriSe postojanje moguce mutacione vruce
tacke ili founder efekta u naSoj populaciji, §to zahteva dalje ispitivanje. Jedna nova verovatno patogena
frameshift varijanta je definisana u PCDH19 genu u mozai¢noj formi kod dva (2,2%) muska pacijenta
koja sugeriSe postojanje moguée mutacione vruce tacke koja zahteva dalje ispitivanje. Dve nove VUS
su registrovane kod dva (2,2%) pacijenta, jedna u NPRL3 i druga u GRIN2A genu, koje zahtevaju dalje
ispitivanje.
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D/EE-SWAS
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DS

EEG

eng. Amarican College of Medical Genetics and Genomics and Association for
Molecular Pathology, Americki koledZz za medicinsku genetiku i genomiku i
Udruzenje za molekularnu patologiju

autozomno dominantna epilepsija sa auditornim fenomenima

eng. autosomal dominant rolandic epilepsy with speech dyspraxia, autozomno
dominantna epilepsija sa dispraksijom govora

eng. autosomal dominant sleep-related hypermotor epilepsy, autozomno dominantna
hipermotorna epilepsija povezana sa spavanjem

antiepilepticka terapija

adenozin tri fosfat

arterijovenska

bolest malih krvnih sudova

bez napada

eng. Combined Annotation Dependent Depletion

eng. childhood apsans epilepsy, decja apsansna epilepsija
eng. confedence interval, interval poverenja

eng. chromosomal microarray, hromozomski mikroarej
eng. copy number variant, varijanta broja ponovaka

eng. computerized tomography, kompjuterizovana tomografija

razvojna 1/ili epilepticka encefalopatija (eng. developmental and/or epileptic
encephalopathy)

eng. developmental and/or epileptic encephalopathy with spike-wave activation in
sleep, razvojna i/ili epilepticka enecefalopatija sa $iljak talas aktivnos¢u u spavanju

eng. disease adjusted life years, korekcija godina zivota usled bolesti
decja cerebralna oduzetost

disembrioblasti¢ni neuroepitelijalni tumor

Dravet sindrom

elektroencefalografija



EFMR

EIDEE

EIMFS

EL
ES
ETLE
FCD
FDG
FE

FFEVF

FIRES

FISH
FLAIR
FLE
FMTLE
FN

FRE
GABA
GATK
GE

GEFS+

GGE
GN

GOF

eng. epilepsy and mental retardation limited to females, epilepsija i mentalna
retardardacija ograni¢ena na zenske osobe

eng. early infantile developmental and/or epileptic encephalopathy, rana infantilna
razvojna i/ili epilepticka encefalopatija

eng. epilepsy of infancy with migrating focal seizures, infantilne epilepsije sa
migriraju¢im fokusima

epileptogena lezija

epilepticki spazam

eng. extratemporal lobe epilepsy, ekstartemporalna epilepsija
eng. focal cortical dysplasia, fokalna kortikalna displazija
fluorodeoksiglukoza

fokalna epilepsija

eng. familial focal epilepsy with variable foci, familijarna fokalna epilepsija sa
varijabilnim fokusima

eng. febrile infection related epilepsy syndrome, epilepticki sindrom povezan sa
febrilnom infektivhom boles¢u

fluorescentna in situ hibridizacija

eng. fluid attenuated inversion recovery

eng. frontal lobe epilepsy, epilepsija frontalnog reznja

eng. familial mesial temporal lobe epilepsy, familijarna meziotemporalna epilepsija
fokalni napad

farmakoreistentna epilepsija

eng. gamma-aminobutyric acid, gama aminobuterna kiselina

eng. Genome Analysis Toolkit

generalizovana epilepsija

eng. genetic epilepsy with febrile seizures plus, genetska epilepsija sa febrilnim
napadima plus

genetska generalizovana epilepsija
generalizovani napad

eng. gain of function, dobitak funkcije



GWAS
HIE
HMPAO
HS
IGTK

ILAE

ILE

IQR
JAE
IME
KE
LEAT
LKS
LOF
MAF
MANE
MCD

MOGHE

MR

MS
MTLE
mTOR
mTORC1
mTORC?2

NE

eng. genome wide association studies, studije asocijacije sa celim genomom
hipoksi¢no ishemijska encefalopatija

heksametil-propilen-amin oksim

hipokampalna skleroza

epilepsija sa izolovanim generalizovanim toni¢ko-klonickim napadima

eng. International League Against Epilepsy, Internacionalna liga za borbu protiv
epilepsije

eng. insular lobe epilepsy, epilepsija insularnog reznja

intelektualna onesposobljenost

eng. inter-quartal range, interkvartalni raspon

juvenilna apsansna epilepsija

juvenilna mioklonic¢ka epilepsija

kombinovana fokalna i generalizovana epilepsija

eng. long term epilepsy related tumor, tumor povezan sa dugoro¢nom epilepsijom
Landau-Kleffner-ov sindrom

eng. loss of function, gubitak funkcije

eng. minor allele frequency, ucestalost retkog alela

eng. Matched Annotation from NCBI and EMBL-EBI

eng. malformation of cortical development, malformacija kortikalnog razvoja

eng. mild malformation of cortical development with olygodendroglial hyperplasia
in epilepsy, blaga malformacija kortikalnog razvoja sa oligodendroglijalnom
hiperplazijom

magnetna rezonancija

multipla skleroza

eng. mesial temporal lobe epilepsy, meziotemporalna epilepsija

eng. mechanistic target of rapamycin, mehanicisticka meta rapamicina
eng. mTOR complex 1, mTOR kompleks 1

eng. mTOR complex 2, mTOR kompleks 2

neklasifikovana epilepsija



NINDS

NLFE
NMD
NN
NSFE
OMIM
OR
PAS
PET
PMG
PNEN
PQE
PSR
PTV
PVNH
REVEL
SDS

SeLECTS

SeLIE
SeLNE

SeLNIE

SFE

SHE

SMR

SNV

eng. National Institute of Neurological Disorders and Stroke, Nacionalnog instituta
za neuroloske bolesti i mozdani udar

neleziona fokalna epilepsija

eng. nonsesnse-mediated decay, nonsense-posredovana degradacija RNK
neklasifikovani napad

nestecena fokalna epilepsija

eng. Online Mendelian Inheritance in Man

eng. odds ratio, odnos Sanse

poremecaj iz autisticnog spektra

pozitronska emisiona tomografija

polimikrogirija

psihogeni neepilepticki napadi

eng. posterior quadrant epilepsy, epilepsija posteriornog kvadranta
poligenetski skor rizika

eng. proteine truncating variant, varijanta koja dovodi do skracenja proteina
periventrikularna nodularna heterotopija

eng. Rare Exome Variant Ensemble Learner

eng. sodium dodecyl sulfate, natrijum-dodecil-sulfat

eng. self-limited epilepsy with centrotemporal spikes, samoogranicena epilepsija sa
centrotemporalnim Siljcima

eng. self-limited infantile epilepsy, samoograni¢ena infantilna epilepsija
eng. self-limited neonatal epilepsy, samoogranic¢ena neonatalna epilepsija

eng. self-limited neonatal/infantile epilepsy, samoograni¢ena neonatalna/infantilna
epielpsija

steCena fokalna epilepsija

eng. sleep-related hypermotor epilepsy, hipermotorna epilepsija povezana sa
spavanjem

eng. standardized mortality ratio, odnos standardizovanog mortaliteta

eng. single nucleotide variant, varijanta pojedina¢nog nukleotida



SPECT eng. single photon emission computed tomography

SUDEP eng. sudden unexpected death in epilepsy, iznenadna neocekivana smrt u epilepsiji
Tlw eng. T1 weighted inversion recovery

T2w eng. T2 weighted

TKN toni¢ko-klonicki napadi

TLE eng. temporal lobe epilepsy, epilepsija temporalnog reznja

TLE+ eng. temporal lobe plus epilepsy, epilepsija temporalnog reznja plus
TSC eng. tuberous sclerosis complex, kompleks tuberozne skleroze

uULD Unverricht-Lundborg-ova bolest

VEM video-EEG monitoring

WES eng. whole exome sequencing, sekvenciranje celog egzoma

WGS eng. whole genome sequencing, sekvenciranje celog genoma

YLD eng. years of life with disability, godine Zivota sa onesposobljenoscu

YLL eng. years of life lost, izgubljene godine Zivota
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