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ABSTRAKT

Détsti pacienti s fokalni farmakorezistentni epilepsii na podkladé fokalnich MCD, FCD a TSC
jsou ve vysokém riziku rozvoje opozdéni kognitivniho vyvoje jak vlivem jejich
farmakorezistentni epilepsie, tak v diisledku mozného abnormalniho usporadani
neuronalnich siti na genetickém podkladé. Epileptochirurgie predstavuje spolehlivou a
bezpe¢nou metodu lécby fokalni farmakorezistentni epilepsie a pfinasi témto pacienttim $anci
jak na Zivot bez zachvat a antiepileptické medikace, tak na optimalni kognitivni vyvoj.
Dosavadni udaje o genetickych pricinach FCD a fokalnich MCD a jejich pridruzenych
komorbiditach nabizi moznosti rozsifeni diagnostického procesu u kandidatt
epileptochirurgie. Informace o genetické priciné FCD a MCD ale prozatim nedostacuji

k presnéjsimu urceni progndzy na dosazeni stavu bez zachvatti a s normalniho kognitivniho
vyvoje. Budouci studie na vétsich souborech pacientt by mohly vést k objasnéni role
genetickych, elektrofyziologickych a anatomickych zmén na prognézu pacienti

podstupujicich epileptochirurgii.



ABSTRACT

Children with focal intractable epilepsy caused by MCD, FCD and TSC are in a high risk of
development of cognitive delay, as a result of both drug resistant epilepsy and genetically
determined abnormal structure of the neuronal networks. Epilepsy surgery represents an
established and safe treatment method of focal drug resistant epilepsy, and increases the
chances for these patients to be rid of epileptic seizures, anti-epileptic medication and
cognitive comorbidities. Current data on genetic background of focal MCD and FCD and
their comorbidities provide space to expand the diagnostic process in epilepsy surgery
candidates. However, available information on genetic causes of MCD and FCD do not allow
us to infer prognostic estimates on chances of seizure freedom and optimal cognitive

development. Future studies should elucidate these uncertainties.



1. UVOD

1.1 Epilepsie — definice

Epilepsie je chronické onemocnéni mozku charakterizované dispozici ke vzniku epileptickych
zachvatii na podkladé synchronizované, desinhibované elektrické aktivity neurond. V roce
2014 se rozhodnutim Mezinarodni ligy proti epilepsii (International League Against Epilepsy
- ILAE) rozsirila tradi¢ni definice epilepsie jako onemocnéni charakterizovaného vyskytem
dvou neprovokovanych anebo reflexnich epileptickych zachvatt v odstupu vice nez 24 hodin
od sebe. Nova definice definuje dalsi dvé situace, kromé jiz zminované, v nichz lze u pacienta
diagnozu epilepsie stanovit: (1) vyskyt jednoho neprovokovaného zachvatu a riziko opakovani
zachvatu vice nez 60% po dobu deseti let a (2) diagndza epileptického syndromu (Fisher et al.
2014). Epilepticky syndrom je v nové ILAE klasifikaci zachvatt chdpdan jako soubor
klinickych, elektrofyziologickych a neurozobrazovacich charakteristik, které maji tendenci se
vyskytovat spolecné, ackoliv jednoznacna definice epileptického syndromu doposud nebyla
zavedena. Epilepticky syndrom mtize téz charakterizovat vék vyskytu, obvyklé asociované

komorbidity a téz typicky prabéh v case (Berg et al. 2010; Scheffer et al. 2017).

1.2 Vyvojova a epilepticka encefalopatie

Epileptickou encefalopatii ptivodné charakterizovali Bergova a kolegové v dokumentu ILAE
jako koncept, kdy ,,samotna epilepticka aktivita pfispiva k tézkému kognitivnimu a
behavioralnimu postizeni nad miru toho, co Ize oc¢ekavat od samotné patologie (napf.
malformace kortikalniho vyvoje) a toto se miize v ¢ase zhorsovat® (Berg, et al. 2010).

V nékterych pripadech ,epileptickych® encefalopatii se ale pacienti prezentovali s opozdénim
psychomotorického vyvoje a kognitivnim deficitem nezavislym na vyskytu anebo frekvenci
zachvatl a tomu odpovidajicim nalezem na EEG, a tedy jejich klinicky priibéh neodpovidal
zminované ILAE definici. Souc¢asné pribyvaly informace o genetickych pfi¢inach téchto
netypickych ,epileptickych® encefalopatii, a tak ILAE v nov¢ klasifikaci ustanovila pojem
»vyvojova a epilepticka encefalopatie®. Koncept ,,vyvojové a epileptické encefalopatie®
pripousti, ze v nékterych pripadech predstavuji vyvojové opozdéni a epilepsie dva souvisejici,
nicméné nikoliv nezbytné na sobé zavislé, projevy komplexniho geneticky podminéného
onemocnéni CNS. Riuzné klinické a genetické jednotky se tedy spise pohybuji na spektru od

typické epileptické encefalopatie, kdy epilepticka aktivita prokazatelné podminuje opozdéni



psychomotorického vyvoje, az po typickou vyvojovou encefalopatii, kdy vyvojové opozdéni az

regres probiha nezavisle na epilepsii a nékdy jesté pred jejim rozvojem (Schefter, et al. 2017).

1.3 MCD, FCD a TSC jako specifické pri¢iny vyvojové a epileptické encefalopatie a

farmakorezistentni epilepsie

Malformace kortikalniho vyvoje (malformations of cortical development - MCD) prestavuji
$iroké spektrum vyvojovych malformaci mozkové kiiry a podkorovych struktur, které se
projevuji opozdénim psychomotorického vyvoje, motorickymi a jinymi neurologickymi
deficity a epilepsii (Guerrini and Dobyns 2014). V soucasnosti uzivana klasifikace (Barkovich
et al. 2012) déli MCD na zakladé pravdépodobného nacasovani inzultu ve vyvoji mozkové
kiiry na tfi skupiny: MCD vznikajici (1) na podkladé abnormalniho proliferace anebo
apoptdzy neuront a glii, (2) na podkladé abnormalni neuronalni migrace a (3) na podkladé
abnormalniho postmigra¢niho vyvoje.

Strukturalni fokalni epilepsie na podkladé MCD byva obtizné 1écitelna dostupnymi
antiepileptiky a pro vybrané pacienty predstavuje chirurgicka lé¢ba epilepsie jedinou moznost
zbavit se zachvatd (Ryvlin et al. 2014). Ve velkych epileptochirurgickych souborech se
ukazuje, ze malformace kortikalniho vyvoje predstavuji nejcastéjsi pri¢inu fokalni
farmakorezistentni epilepsie na strukturalnim podkladé u déti, pficemz u dospélych jsou az na
tretim misté (po hipokampalni skleréze a tumorech) (Blumcke et al. 2017), ackoliv i v této
skupiné roste podil FCD (Baud et al. 2018). Priblizné 40% déti podstupujicich
epileptochirurgii trpi malformacemi kortikalniho vyvoje, z nejvétsi ¢asti fokalni/lobarni
kortikalni dysplazii; priblizné v 5% pripadi je pric¢inou jejich epilepsie TSC (Blumcke, et al.
2017; Harvey et al. 2008).

Ackoliv Barkovichova klasifikace sdruzuje pacienty s FCD typu II do jedné skupiny s pacienty
s TSC, pacienti s TSC se od pacienti s FCD lisi jak klinickym obrazem, tak
epileptochirurgickymi ptistupy. V 85% pripadl rozvinou pacienti s TSC epilepsii, vétsinou

v prvnim roce zivota (Chu-Shore et al. 2010), a vice nez polovina ¢asem prestane reagovat na
antiepileptickou medikaci (Teutonico et al. 2008). Za anatomicko-patologicky podklad vzniku
epilepsie se povazuji dysplastické 1éze, at uz charakteru kortikalnich a kortiko-subkortikalnich
tubert a nebo typicka loziska fokalni kortikalni dysplazie - tyto léze se, spole¢né s migracnimi
liniemi v bilé hmot¢, dle poslednich diagnostickych kritérii shrnuji pod pojmem ,kortikalni

dysplazie“ (Northrup et al. 2013). Pravé mnohocetné dysplastické 1éze mozkové kary,



pritomny u pacientt s TSC, se v pocatcich epileptochirurgie povazovaly za kontraindikaci pro
chirurgickou lécbu epilepsie, jelikoz pomoci dostupnych metod neslo urcit, ktera z 1ézi
predstavuje zdroj zachvati. Dnes se pacienti s TSC standardné zarazuji do
epileptochirurgického programu a dosahuji stabilné dobrych vysledki; 55% pacientti je po

operaci bez zachvatti (Krsek et al. 2013).

1.4 Poruchy kognitivniho vyvoje u déti s farmakorezistentni epilepsii na podkladé TSC a

FCD

Priblizné 40% pacientd s TSC trpi rtizné zavaznym stupném kognitivniho deficitu (Joinson et
al. 2003), ktery nemusi nutné kauzalné souviset s tézkou epilepsii (Curatolo et al. 2016), a téz
poruchami autistického spektra (Curatolo et al. 2004). Ackoliv pribéh onemocnéni odpovida
vétsinou tradicnimu chapani epileptické encefalopatie s tézkou, farmakorezistentni epilepsii,
jez podminuje opozdéni psychomotorického/kognitivniho vyvoje, existuji idaje o pacientech,
ktefi rozvinuli kognitivni deficit bez ptispéni epileptické aktivity. TSC lze tedy vnimat i jako
klasickou vyvojovou a epileptickou encefalopatii s variabilnim prispénim epileptické aktivity a
geneticky podminéné abnormity neuronalnich siti k rozvoji kognitivniho deficitu (Curatolo,
et al. 2016). Na rozdil od TSC jakozto vyvojové a epileptické encefalopatie, u pacienti s FCD
1ze na zakladé klinického obrazu a pribéhu onemocnéni konstatovat, Ze jejich onemocnéni se
vice priblizuje pivodnimu Bergové chapani konceptu epileptické encefalopatie. Recentni
studie japonskych autort uvadi, Ze casny rozvoj epilepsie, vysoka frekvence zachvat,
pritomnost epileptickych spasmi a status epilepticus se poji s hor§im kognitivnhim vykonem.
Naopak, pritomnost alespon $estimési¢niho obdobi bez zachvat a vyskyt fokalnich zachvatt

bez poruchy védomi spise snizuje riziko kognitivniho deficitu (Kimura et al. 2018).

1.5 Vliv epileptochirurgie na kognitivni vykon déti s fokalni farmakorezistentni epilepsii

Epileptochirurgie se povazuje za standardni, ovéfenou a spolehlivou metodou k eliminaci,
event. sniZeni frekvence, epileptickych zachvatti u déti s fokalni farmakorezistentni epilepsii
(Braun and Cross 2018). Zasadni otazkou vsak zistava, jaky vliv ma epileptochirurgie na
jejich kognitivni vyvoj. Tento ovliviiuje cela fada faktord, které se projevuji, jesté nez pacient
dospéje k operaci. K vyznamnym prediktortim kognitivni dysfunkce patfi napt. nizsi vék pri
rozvoji zachvatd, ¢asté zachvaty, historie status epilepticus a dal$i (Kimura, et al. 2018). S tim

souvisi i fakt, Ze pfedoperacni IQ/DQ se uvadi jako vyznamny nezavisly prediktor



poopera¢niho IQ/DQ, spole¢né s trvanim epilepsie a pooperacni bezzachvatovosti (Van
Schooneveld and Braun 2013). Razné studie identifikovaly dal$i mozné faktory s vlivem na
pooperacni IQ/DQ, napt. etiologii, vék pfi operaci, vysazeni antiepileptické medikace a jiné
(Van Schooneveld and Braun 2013). Zejména efekt pokracujici antiepileptické lécby, se vSemi
potencidlnimi nezadoucimi uc¢inky na kognitivni vyvoj, se ukazuje jako kli¢covy moment pfi
hodnoceni dynamiky kognitivniho zotavovani po epileptochirurgii (Boshuisen et al. 2015). Na
zakladé uvedenych studii 1ze tedy shrnout, ze pro détské pacienty s fokalni
fakrmakorezistentni epilepsii na strukturalnim podkladé predstavuje ¢asna epileptochirurgie

s kompletnim odstranénim epileptogenni zony nejlepsi $ance k dosazeni stavu bez zachvatti a

bez negativnich kognitivnich nasledkd jak epilepsie, tak antiepileptické medikace.

1.6 Nové poznatky o genetickém podkladé fokalnich MCD a FCD

Jesté v pocatcich tretiho tisicileti byla fokalni kortikalni dysplazie vniména jako jednoznacné
sporadické onemocnéni, jehoz geneticky ptivod se jevil celkem stejné pravdépodobné jako
puvod pre/perinatalni (Krsek et al. 2010) anebo dokonce infekéni (Chen et al. 2012). Kdyz
v8ak Leventer publikoval sérii rodin s nékolika ¢leny postizenymi FCD, gangliogliomem,
DNET anebo hemimegalencefalii, bylo zjevné, Ze v téchto ptipadech se nejspis$ o nahodné
sdruzeny vyskyt sporadického onemocnéni nejedna (Leventer et al. 2014). Studie po pfichodu
metod sekvenovani nové generace prokazaly, Ze (1) patogenni varianty v genech TSCI a TSC2
jsou pritomné ve vzorcich FCD a (2) po experimentalnim zavedeni dané varianty do mysiho
embrya, tyto mysi rozvinou poruchu neuronalni migrace, cytologické abnormity podobné
FCD a epilepsii (Lim et al. 2017). Dale se ukazalo, Ze FCD a hemimegalencefalie predstavuji

z genetického hlediska jednu entitu s riznym stupném rozsahu a zdvaznosti (D'Gama et al.
2017). Kromé gent TSCI a TSC2 se v patogenezi FCD a fokalnich MCD uplatiuji i jiné geny
signalni kaskady mTOR, resp. PI3K/AKT/mTOR, napt. samotny gen MTOR, dale PIK3CA,
AKT3 a dalsi. Aktivitu mTOR signalni kaskady reguluje nékolik proteinovych komplext a
jednim z nich je i komplex GATOR1. GATORI regula¢ni komplex kdduji spole¢né geny
NPRL2, NPRL3 a DEPDCS5 a jejich germinalni varianty byly nalezeny u pacientt s rliznymi
druhy familiarni fokalni epilepsie (Baldassari et al. 2016), FCD (Weckhuysen et al. 2016) a

hemimegalencefalie (D'Gama et al. 2015).



2. CILE AHYPOTEZY PRACE

Cil ¢. 1: Stanoveni prediktorti opozdéni psychomotorického vyvoje a rozvoje autismu u
pacientd s vyvojovou a epileptickou encefalopatii na podkladé tuber6zni sklerézy jako
typického prikladu epileptické encefalopatie na genetickém a strukturalnim podkladé.
Hypotéza ¢. 1: Opozdéni psychomotorického vyvoje a rozvoj poruch autistického spektra je
spojen s tézkou, farmakologicky obtizné ovlivnitelnou epilepsii.

Cil a hypotézu ¢. 1 zkouma studie ¢. 1.

Cil ¢. 2: Stanoveni faktort, které ovliviiuji kognitivni vyvoj u détskych pacientti
podstupujicich epileptochirurgii pro farmakorezistentni epilepsii na podkladé malformaci
kortikdlniho vyvoje a benignich tumord.

Hypotéza ¢. 2: Faktory asociované s tézkou epilepsii jsou asociovany s niz§im predopera¢nim
IQ/DQ. Epileptochirurgicky vykon vede k nartastu IQ/DQ po operaci.

Cil a hypotézu ¢. 2 zkouma studie ¢. 3.

Cil ¢. 3: Objasnéni genetického pozadi malformaci kortikdlniho vyvoje se zamérenim se na
pacienty podstupujici epileptochirurgii pro farmakorezistentni epilepsii na podkladé fokalnich
malformaci kortikalniho vyvoje.

Hypotéza ¢. 3: V patogenezi rozvoje fokalnich MCD se nejvic uplatiiuji geny mTOR signalni
kaskady.

Cil a hypotézu ¢. 3 zkoumaji studie ¢. 4 a 5.

3. MATERIAL A METODIKA

Metodika je uvedena v souhrnech jednotlivych studii.

4. VYSLEDKY

Vysledky jsou uvedené v souhrnech jednotlivych studii.

5. DISKUZE

Diskuze jsou uvedené v souhrnech jednotlivych studii.



6. SOUHRNY STUDII

Studie ¢. 1: Casné prediktory klinického a kognitivniho vyvoje u déti s tuberdzni

skler6zou - prospektivni studie

Ve studii ¢. 1 jsme v obdobi od roku 2002 do roku 2014 na Klinice détské neurologie 2.1f UK a
FN Motol sledovali 29 pacientti, u kterych se v pre- nebo v perinatalnim obdobi zjistila
pritomnost srde¢niho rhabdomyomu jako prvniho diagnostického pfiznaku onemocnéni
tuber6zni sklerézou (tuberous sclerosis complex — TSC). Prospektivné — od doby zarazeni
(diagndzy) do konce sledovani - jsme sbirali informace o psychomotorickém a kognitivnim
vyvoji pacienti, o jejich onemocnéni epilepsii, neurologickém nalezu, spole¢né s vysledky
elektrofyziologickych a neurozobrazovacich vysetfeni. Jako sledované zavislé proménné
popisujici nepfiznivy kognitivni vyvoj jsme zvolili pfitomnost kognitivniho deficitu (ID),
tézkého kognitivniho deficitu a poruchy autistického spektra (ASD). Nezvladatelnou epilepsii
jako dalsi parametr charakterizovala pritomnost epileptickych zachvata, pocet uzivanych
antiepileptik na konci sledovani a jejich souhrnny pocet po celou dobu sledovani. Posledni
sledovanou proménnou byla pfitomnost mutace v genech TSCI nebo TSC2, kde jsme hledali
asociaci genetické zmény s ostatnimi nezavislymi proménnymi.

Kognitivni deficit byl asociovan s vy$sim celkovym poctem uzivanych antiepileptik (p< 0.001,
FDR<0.05) a s vy$§im poctem znamek fokalni kortikalni dysplazie na MRI (p< 0.01,
FDR<0.05). Vyskyt ASD se statisticky signifikantné spojoval s vyskytem ¢asnym opozdénim
psychomotorického vyvoje (p< 0.01, FDR <0.05, PPV 11.1% NPV 33.3%) a abnormalni
zakladni aktivitou na EEG na konci sledovani (p< 0.01, FDR<0.05, PPV 11.1% NPV 25%). U
pacientd s patogenni variantou v genu TSC2 jsme vyznamné ¢astéji pozorovali vyssi celkovy
pocet uzivanych antiepileptik (p< 0.01, FDR<0.05), abnormalni zakladni aktivitu v dobé
diagnozy epilepsie (p< 0.05, FDR<0.05) a vy$si pocet znamek fokalni kortikalni dysplazie na
MRI (p< 0.01, FDR<0.05). Vyssi pocet antiepileptik na konci sledovani, kromé zminéné
asociace s patogenni variantou v TSC2 genu, koreloval téz s vy$$im poctem znamek FCD na
MRI (p< 0.0001, FDR <0.01, Person’s tho=0.82 CI95% (0.55,0.94)). Tyto znamky byly castéji
pritomné také u pacientl s vy$sim celkovym poctem uzivanych antiepileptik (p<0.0001, FDR
<0.01, Person’s rho =0.82 CI95% (0.55,0.94)).

Rozvoj kognitivniho deficitu (ID) se pojil s pritomnosti farmakorezistentni epilepsie
(vyjadfeno vys$im poctem uzivanych antiepileptik) a téz$im anatomickym postizenim mozku

na MRI. Ackoliv vztah mezi abnormalni zdkladni aktivitou na EEG na konci sledovani a
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rozvojem ID nedosahl hladiny statistické vyznamnosti, z patofyziologického hlediska
uvazujeme, ze abnormalni zakladni aktivita na EEG u pacientt s TSC a epilepsii miize odrazet
neucinnou antiepileptickou lé¢bu. Spole¢né prediktory rozvoje ID a ASD (napf. pfitomnost
¢asného opozdéni psychomotorického vyvoje, vyssi pocet znamek fokalni kortikalni dysplazie
na MRI a abnormalni zakladni aktivita na EEG na konci sledovani) podporuji znamou
skutecnost, Ze ASD se ¢asto poji s ID a naopak; zaroven ukazuji na komplexnost vztahti mezi
anatomickymi zménami na mozku, farmakorezistentni epilepsii a abnormitami v kognitivnim
vyvoji. V nasi studii jsme také longitudinalné sledovali zmény na EEG u pacientt s TSC. Na
rozdil od publikovanych zjisténi (Jozwiak et al. 2011) se nam nepodafilo prokazat podil
interiktalnich epileptiformnich vybojii na kognitivni funkce sledovanych pacienti. Nicméné
se ukdzalo, Ze abnormalni zakladni aktivita na EEG se mtiZe asociovat s rozvojem
kognitivniho deficitu. Prezentovand studie ukazuje na mozny podil farmakorezistentni
epilepsie na nepfiznivy kognitivni vyvoj u pacientti s tuberézni sklerézou. Cilem peclivého
klinického sledovani pacientti s TSC by tedy mélo byt co nej¢asnéjsi odhaleni epileptickych

zachvatt a jejich rychld a uc¢innad lécba.

Studie ¢. 2: Cesta k in vivo fenotypizaci fokalni kortikalni dysplazie s pouzitim

kvantitativhi MRI

Na studii ¢.2 se autorka podilela v pribéhu své staze na UCL Great Ormond Street Institute of
Child Health, University College London a sepsala ¢ast studie, kterd se vénuje genetickym
pri¢inam fokalni kortikalni dysplazie.

Kortikalni dysplazie jsou vysoce epileptogenni typ malformaci kortikalniho vyvoje
(malformations of cortical development - MCD) a ¢asto vedou k rozvoji fokalni
farmakorezistentni epilepsie u déti i dospélych. U déti predstavuji nejc¢astéjsi pricinu
farmakorezistentni epilepsie v epileptochirurgickych sériich, s vyskytem az u 42% détskych
epileptochirurgickych pacientti (Harvey, et al. 2008). Neinvazivni klasifikace jednotlivych
podtypt FCD je v klinické praxi zasadni z nékolika divoda. V prvni fadé, epileptogenicita
léze souvisi s typem FCD (Boonyapisit et al. 2003). Dale, je-li 1éze patrna na MRI, usnadnuje
to planovani epileptochirurgického vykonu (Tellez-Zenteno et al. 2010) a typ FCD také
zachvatii nez pacienti s FCD typu IIb (Muhlebner et al. 2012). V soucasné dobé existuji dvé

oblasti experimentalniho vyzkumu v zobrazovacich metodach, které by mohly prinést
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presnéjsi kvantitativni méfeni struktury mozku. Prvni metodu pfedstavuje vypocetni
anatomie (computational anatomy), kterd se zabyva automatickou extrakci morfologickych
znamek a statistickou analyzou map $edé a bilé hmoty z T1-, T2-vazenych (T1/T2 weighted -
T1w, T2w), FLAIR snimk (Fluid Attenuated Inversion Recovery) a T2-vazenych snimka

s potlacenym signalem mozkomisniho moku. Tato morfologicka data lze nasledné korelovat

s histopatologickymi a genetickymi daty. Druha metoda je znama jako kvantitativni MRI
(gMRI), ktera poskytuje odhad parametrt, na nichz zavisi intenzita signalu zobrazeni.
Parametry kvantitativni MRI odrazi strukturu tkan¢ a biofyzikalni vlastnosti na drovni
mikrometrt. Ve studii hodnotime mozny pfinos gMRI na hodnoceni typti FCD a na zavérem
diskutujeme potiebu kombinace pfistupt vypocetni anatomie a qMRI ,,in vivo histologie“ pro
neinvazivni charakterizaci FCD.

Otazkou ztstava moznost vyuziti gMRI k hodnoceni parametrt FCD, které vznikaji
dasledkem komplexni souhry geni na formovani mozkové kiiry. V poslednich letech
nartstaji znalosti o genetickych pficinach fokalni epilepsie na podkladé FCD (Baulac et al.
2015). Ukazalo se, ze nékteré genetické zmény ovliviuji strukturu mozkové kiry a
podkorovych struktur (Hibar et al. 2015; Peper et al. 2007), av$ak dosavadni studie na korelaci
neurozobrazovacich a genetickych zmén se provadély zejména na modelu mesiotemporalni
epilepsie (mesialtemporal lobe epilepsy - MTLE) u pacientt a jejich prvostupnovych
pfibuznych (Whelan et al. 2015). Ukézalo se napt., Ze zmény mikrostruktury bilé hmoty sdili
pacienti s MTLE se svymi sourozenci (Whelan, et al. 2015), av§ak podobny vztah genetickych
a neurozobrazovacich aspektti u FCD doposud nebyl nalezen. Literarni udaje zdtGraziuji, Ze
nelze spolehlivé urcit typ FCD pouze na zakladé radiologickych ryst. Navzdory tomu,
radiologové dokazi predpoveédét typ FCD s vétsi presnosti, nez by odpovidala nahodé. Z toho
Ize usuzovat, Ze pfi zohlednéni kombinace vlastnosti 1ze zpfesnit in vivo klasifikaci FCD. Diky
technickému pokroku jsme schopni ziskat kvantitativni MRI parametry v klinicky pfijatelném
¢ase. Soucasné, korelace qMRI parametri a tkanové mikrostruktury je predmétem
intenzivniho zkoumani. Pomoci spojeni s vypocetnimi metodami lze hodnotit Siroké
spektrum parametri jak na globalni tak lokalni arovni, coz pfiblizuje metody MRI tkanové

klasifikace klinické praxi.
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Studie €. 3: Kognitivni vykon v jednotlivych skupinach détskych pacientd podstupuijicich

epileptochirurgii — zkusenosti z jednoho centra

Do studie byli zarazeni détsti pacienti ve véku do 19-ti let, ktefi podstoupili resekéni
epileptochirurgii v obdobi od 1.1.2000 do 31.12.2017 (celkem 203 pacienti: 103 chlapct, 100
dévcat). Ve studii jsme retrospektivné analyzovali vztah mezi hodnotami
inteligen¢niho/vyvojového kvocientu (intelligence/developmental quotient - IQ/DQ) pied a
po epileptochirurgii a jeho zménou (rozdil hodnoty predopera¢niho a pooperacniho IQ/DQ)
a faktory souvisejici se zakladnim onemocnénim a s opera¢nim vykonem. Abychom
zhodnotili zmény v kognitivnim vykonu pacienttl operovanych v obdobi rozvijejiciho se
epileptochirurgického programu oproti zavedenému programu, rozdélili jsme sledovaci
obdobi na dvé - pied a po r. 2011, podobné jako publikovali Lamberink a kolegové
(Lamberink et al. 2015).

Regresni analyza popisujici vztah pred- a pooperacniho IQ/DQ ukazala, Ze pacienti maji
tendenci k vy$§imu IQ po operaci oproti obdobi pred operaci a ze hodnoty predopera¢niho
IQ/DQ vyznamné koreluji s hodnotami poopera¢niho IQ/DQ (Rho=0.888, p<0.001);
nejvyznamné;jsi nartist byl pozorovan u pacientt s niz§im predopera¢nim IQ/DQ. Nenalezli
jsme statisticky signifikantni rozdil v IQ/DQ pfed a po operaci i v jejich zméné mezi
obdobimi pfed a po r. 2011 jak v celé sledované kohorté pacientt (p=0,70, p=0,47, p=0,80), tak
ve skupinach dle epileptického syndromu (temporalni, extratemporalni a hemisferalni
epilepsie), histopatologické diagnézy a ve skupinach ziskanych anebo vrozenych 1ézi. Pacienti
s temporalni, extratemporalni a hemisferalni epilepsii se od sebe navzajem lisi v hodnotach
jejich predopera¢niho IQ/DQ (F=6.83, p=0.001) a IQ/DQ zméné (F=6.63, p=0.002); post-hoc
analyza ukazala signifikantni rozdil u pacientti s hemisferalni epilepsii (oproti pacientiim

s temporalni a extratemporalni epilepsii). Nalezli jsme téz statisticky signifikantni rozdily

v pred- a poopera¢nim IQ/DQ mezi skupinami pacientti dle jejich histopatologického nalezu
(F=6.56, p<0.001 a F=7.44, p<0.001). V ramci skupin dle typu FCD jsme pozorovali rozdily
mezi pacienty s jednotlivymi skupinami FCD v pfed a poopera¢nim 1Q/DQ (F=4.89, p<0.001
and F=4.73, p<0.001).

Na zakladeé vysledku nasi studie usuzujeme, ze epileptochirurgie ma tendenci vést u pacientti
ke kognitivhimu zlep$eni. Vysledek regresni analyzy ukazuje, Ze zvyseni pooperac¢niho skére

IQ/DQ dosahuje 9,1 bodu; tento nalez hodnotime jako klinicky vyznamny, v souladu
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s publikovanou souhrnnou studii nizozemskych autorti (Van Schooneveld and Braun 2013),
ktefi hodnoti nartst IQ/DQ o 8-15 bodt jako klinicky vyznamné zlep$eni.

Hodnoty pred-, pooperacniho IQ/DQ a jejich zmény, at uz v celém souboru nebo

v jednotlivych skupinach pacienti dle etiologie a epileptického syndromu, se vyznamné
nelisily v obdobi pred a po r. 2011. Tuto skute¢nost lze interpretovat jednak tak, ze spektrum
operovanych pacienti se s ohledem na jejich kognitivni vykon v priibéhu rozvoje
epileptochirurgického programu skute¢né nezménilo. Nase analyzy potvrdily, Ze pacienti

s hemisferalnim epileptickym syndromem dosahuji vyznamné nizsiho kognitivniho vykonu
nez pacienti s temporalni anebo extratemporalni epilepsii. Zaroven ale maji nejvétsi potencial
k poopera¢nimu zvyseni IQ/DQ oproti pacientim z jinych skupin. Naopak, pacienti

s benignimi glioneuralnimi nadory vykazuji vyznamné vyssi pred- i pooperac¢ni IQ/DQ nez ti
s jinymi vyvojovymi abnormitami (napt. TSC nebo MCD). Vzhledem k jejich tendenci
dosahovat dobré pooperacni vysledky jak stran odstranéni epileptickych zachvat, tak
zlep$eni kognitivniho vykonu, pfedstavuji tito pacienti idealni kandidaty ¢asné
epileptochirurgie. Zavérem lze shrnout, ze pacienti s riznymi etiologiemi vstupuji do
epileptochirurgického programu s odlisnymi skore IQ/DQ, jejich mira zmény mezi pred- a

poopera¢nim IQ/DQ se ale nelidi - z toho lze usuzovat, Ze pacienti napfic etiologickym

spektrem mohou profitovat z casné epileptochirurgie.

Studie ¢. 4: Prehled variant genU GATOR1 asociovanych s epilepsii

Uvadime zde mezinarodni multicentrickou studii, do které jsme zatadili pacientku z naseho
sledovaného souboru a jejiho postizeného otce. Autorka dizerta¢ni prace navrhla panel
vySetfovanych gentl, interpretovala a ovéfila vysledky genetického vysetfeni u této pacientky,
jejiho otce a u dalsich pacientd, ktefi do studie zatazeni nebyli.

Pacienti s riznymi druhy variant (missense, splice-site/region altering, nonsense, in-frame/
frame shift indels, copy-number variants [CNVs]) v genech NPRL2, NPRL3 a DEPDCS5 byli
referovéni z center v Belgii, Kanadé, Dénsku, Francii, Italii, Némecku, Svycarsku,
Nizozemsku, Ceské republice, Velké Britanii a Spojenych stdtech americkych. Genomicka
DNA byla ziskana z perifernich lymfocytt. Bodové varianty se ovérovaly pomoci
sangerovského sekvenovani, CNV se ovéfovaly pomoci kvantitativni polymerazové retézové

reakce (quantitative polymerase chain reaction - qQPCR). Probandi a postiZeni pfibuzni

14



poskytli informovany souhlas s vySetfenim a podstoupili detailni klinické vysetfeni, vcetné
MRI a EEG.

V prezentované studii jsme shromazdili 73 doposud nepublikovanych probandii se vzacnymi
variantami v genech DEPDC5, NPRL2, NPRL3 diky mezinarodni spolupraci center pro
epilepsii. U 55% probandii se jednalo o familiarni vyskyt epilepsie. Vék rozvoje zachvata se
pohyboval od prvnich dnt Zivota po 16 let (primeérné 4,4 roky). U 30% pacientti (22/73) doslo
k rozvoji epilepsie v prvnim roce zivota; 68% mélo fokalni zachvaty (15/22), 27% trpélo
infantilnimi spasmy (6/22) a jeden pacient mél kombinaci fokalnich a generalizovanych
zachvatt. Stran semiologie zachvatd, 36% (26/73) probandu trpélo hypermotorickymi
zachvaty vazanymi na spanek, 16% (12/73) frontalnimi zachvaty, 32% (23/73) fokalnimi
zachvaty s nejasnym zacatkem a 10% infantilnimi spasmy. U 48% (35/73) pacientt se
prednostné vyskytovaly no¢ni zachvaty. Vék sledovanych pacientt se nachazel v rozmezi od 8
mésict az dvou let az do 58 let (67 probandu bylo sledovano déle nez dva roky). Rezistence

k farmakologické 1écbé se objevila u 54% probandi (38/71) a u téméf 65% pacientt trpicich
epilepsii s no¢nimi hypermotorickymi zachvaty (sleep-related hypermotor epilepsy - SHE).
Pouze 11% probandt dosdhlo stavu bez zachvati po podani prvniho antiepileptika; primérné
byly vyzkouseny 4 antiepileptické 1éky. Neurozobrazovaci metody, v¢etné MRI a FDG-PET
odhalily abnormity u 38% probandu (27/71), z nichz u 24% (17/71) z nich se jednalo o
malformace kortikalniho vyvoje. U 20% (14/71) byl nalez hodnocen jako FCD, u jednoho
pacienta $lo o hemisferalni dyspldzii, u jednoho o hemimegalencefalii a u jednoho fokalni
subkortikalni heterotopie. Dalsi ¢tyfi probandi vykazovali znamky hipokampalni
atrofie/sklerézy a dalsi ¢tyri méli nespecifické zmény na MRI. FDG-PET ukazalo znamky
fokalniho hypometabolismu s normalnim MRI, jako mozny projev FCD, u dal$ich dvou
pacientd. Resekeni epileptochirurgie probéhla u 11 pacientt, véetné 2 s normalnim nélezem
na MRI a u 9 s MRI nélezem evokujicim FCD (8 pacientil) anebo hemimegalencefalii (1
pacient). Sedesat procent pacienti bylo po operaci bez zachvati (Engel I skére po dobu
sledovani 9 mésicti az 5 let); 20% (2/10) bylo témér bez zachvatti (Engel II skdre po dobu
sledovani 10 az 15 mésicti); 1 dosahl vyznamného zlepseni (Engel III skore po dobu sledovani
7 let) a jeden pacient nedosahl vyznamného zlepSeni (Engel IV skére po dobu sledovani 7 let).
Sedesat procent probandi trpélo kognitivnim deficitem anebo jinou psychiatrickou
komorbiditou; toto ¢islo bylo vy$si u pacientl s rozvojem pred prvnim rokem véku (76%;

16/21). Kognitivni deficit byl pozorovan u 44% (30/68) probandd; u 20% (14/68) $lo o mirny
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nebo stiedné tézky kognitivni deficit, u 6% (4/68) o tézky kognitivni deficit. Patnact procent
(10/68) pacientt trpélo opozdénym vyvojem recia 9% (7/68) jinymi kognitivnimi poruchami.
Ve skupiné pacientti s rozvojem zachvatt pred prvnim rokem véku, 20% (4/19) pacientt
vykazovalo znamky hlubokého kognitivniho deficitu nebo celkové opozdéni
psychomotorického vyvoje, 8 mélo mirny nebo stfedni kognitivni deficit a 7 pacientt
vykazovalo normalni kognitivni funkce. Doposud bylo popsano 140 rtiznych variant
GATORLI u 183 probandd s epilepsii. Vétsina variant jsou ,loss of function® (LoF; 67%), dale
~missense” (27%), sestfihové varianty (4%) a ,in-frame indels“ (1%). Rekurentni GATOR1
patogenni LoF varianty (n=24) byly nalezeny u nepfibuznych jedinct, coz mutize svédcit o
pritomnosti muta¢nich ,,hot spot-t“ anebo o efektu zakladatele. Z genti komplexu GATORI1
byl nejcastéji mutovan gen DEPDCS5 (v 85% pripadi; 155/183).

Souhrnem konstatujeme, Ze tato studie prokazuje, ze geny komplexu GATORI, zejména gen
DEPDCS5, se vyznamné podili na patogenezi $irokého spektra lezionalnich i nelezionalnich
epilepsii s konzistentnimi, a¢ variabilnimi, fenotypy. Na molekularni arovni vede
haploinsuficience GATORI k hyperaktivaci mTORCI kaskady (Sim et al. 2016; Weckhuysen,
et al. 2016), ale jak presné se tim méni funkce zapojenych neuronalnich siti, vyvoj neuroni a
v kone¢ném dusledku dochazi k rozvoji zachvati, se zatim nevi. Navzdory vysokému
procentu pacient s farmakorezistentni epilepsii, néktefi mohou dosahnout stavu bez

zachvati diky epileptochirurgii.

Studie €. 5: Korelace genotypu a fenotypu u fokalnich malformaci kortikalniho vyvoje —

cesta k integrované diagndze v patologii u pacientd podstupujicich epileptochirurgii

Malformace kortikalniho vyvoje (malformations of cortical development - MCD) se ¢asto poji
epilepsie (Harvey, et al. 2008) s potencialem k vyznamnému snizeni frekvence zachvatd,
dokonce k jejich vymizeni. Proporce pacientti s MCD dosahujicich stavu bez zachvati se ale

v pribéhu let vyznamné neméni, a to i v uznavanych centrech pro epileptochirurgii (Hemb et
al. 2010; Lamberink, et al. 2015). Neddvna multicentricka studie (Blumcke, et al. 2017)
sledujici podil jednotlivych histopatologickych diagnéz a operacni vysledky u pacientti
podstupujicich epileptochirurgii ukazala, Ze pouze 57% pacientid s MCD bylo bez zachvatt
rok po operaci. Zatimco u mozkovych nadort predstavuji molekularné-genetické metody kli¢

k diagnéze a prognéze (Louis et al. 2016), v patologické diagnostice u MCD se zatim
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standardné nevyuzivaji. Znalosti o tom, jak molekularné-genetické vlastnosti MCD mohou
ovliviiovat progndzu pacientti podstupujicich epileptochirurgii, jsou vesmés rozptylené

v literature, soustfedéné do jednotlivych kasuistik nebo malych pacientskych soubori.
Zaroven nam chybi informace o tom, jak zmény na molekuldrni tirovni vedou k buné¢nym a
tkdnovym zméndm - tyto znalosti by mohly vyznamné ovlivnit neuropatologickou
diagnostiku u pacient s MCD. Cilem této souhrnné studie bylo soustfedit informace

z publikovanych studii o genetickych pric¢inach a histopatologickych zménach u MCD a tim
nabidnout uceleny pohled na tuto problematiku a zdroven nabidnout nastroj, ktery by mohl
slouzit klinickym neurologtim, epileptologiim a neuropatologtim v epileptochirurgickych
centrech v klinické praxi i vyzkumu.

Ze zminovanych studii vyplyva, ze MCD s podobnym histopatologickym obrazem mohou mit
odlisné genetické pric¢iny. Ackoliv se uvedené geny vétsinou soustiedi do signalni kaskady
PI3K/AKT/mTOR , zatim se neprokazal pfesny mechanismus vzniku tak irokého spektra
bunéénych a tkanovych zmén, jaké pozorujeme u jednotlivych typt MCD. Tato nedokonala
korelace mezi genotypem a histologickym obrazem poukazuje na potencialni zapojeni dalsich
genetickych a epigenetickych faktort podilejicich se na vzniku MCD. Soucasné tim podtrhuje
dulezitost integrované genetické a histopatologické diagnoézy u pacientti podstupujicich
epileptochirurgii pro MCD analogicky standardu neuropatologického diagnostického procesu
u mozkovych nadortt (WHO/Haarlem kritéria) (Louis et al. 2014; Louis, et al. 2016).
Vysledky molekularné-genetickych vysetfeni, spole¢né s detailnim popisem klinického
pribéhu onemocnéni a téz vysledkt neurozobrazovacich a elektrofyziologickych
vySetfovacich metod ziskané z velkych soubori pacientti, by do budoucna mohly prinést
presnéjsi odhad prognozy epileptochirurgie. Upfesnéni progndzy by tak mohlo vést k lepsi
stratifikaci a naslednému planovani operace a dal$iho klinického postupu u kandidata

epileptochirurgie.

Studie €. 6: Klinické vyuziti masivné paralelniho sekvenovani u pacientd s malformacemi

kortikalniho vyvoje. Pilotni studie

Genetické testovani germindlnich variant nelimituje, na rozdil od testovani somatickych
variant, tak vyznamna technickd, metodicka a interpretacni naro¢nost. Proto jsme v naSem

centru zavedli genetické testovani pacienti s MCD a epilepsii a na prvnim souboru 16
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pacientd testovali (1) zastoupeni jednotlivych genti v patogenezi MCD na nasem souboru a téz
(2) diagnostickou vytéznost masivné paralelniho sekvenovani u pacientid s MCD.

Vytvorili jsme panel 63 gent asociovanych s rtiznymi typy MCD a sekvenovali DNA ze
vzorkd krve u 16 pacientt z 14 nepfibuznych rodin (ve dvou ptipadech se jednalo o par -
postizené dité a postizeny rodi¢). Suspektni varianty byly ovéfovany Sangerovskym
sekvenovanim a nasledni segrega¢ni analyzou trii pacient-rodice. Nalezené varianty jsme
klasifikovali dle doporuceni American Society for Medical Genetics and Genomics (Richards
et al. 2015) s pouzitim nastrojt SIFT, PolyPhen a M-CAP k in silico predikci patogenicity
variant.

V nasem souboru 4 pacienti trpéli rozsahlou/komplexni kortikalni dysplazii, 4 FCD, 3 pacienti
meéli fenotyp hemimegalencefalie, 2 pachygyrie, 1 pacientka méla specificky obraz tzv. double
cortex-u a dva postizeni rodice trpéli jeden fokdalni a jedna generalizovanou epilepsii. Sest ze
zminovanych pacientti podstoupilo epileptochirurgii s histopatologickym priikazem jejich
diagnozy. U péti pacienti ze 4 neptibuznych rodin (4/14=29%) jsme nalezli 1 patogenni
variantu a 3 velmi pravdépodobné patogenni varianty objasnujici jejich fenotyp a nékolik
variant nejasného vyznamu. U pacientky s FCD Ila a jejtho postizeného otce jsme nalezli
popsanou variantu v genu NPRL2(NM_006545.4:c.100C>T):p.Arg34*. Doposud nepopsané
varianty v genech PAFAH1B1 (NM_000430.3:¢.232G>T): p.Glu78* a DCX
(NM_000555.3:¢.503T>G): p.Leul68Arg byly pozorovany u pacientt s pachygyrii a
fenotypem double cortex. U dalsiho pacienta s pachygyrii jsme nalezli variantu v genu
DYNCIHI(NM_001376.4:c.10030C>T): p.Arg3344Trp. V téchto pripadech usuzujeme, ze se
jedna o velmi pravdépodobnou pri¢inu onemocnéni. Nalezli jsme téZ variantu nejasného
vyznamu v genu NPRL3(ENST00000399953.3:c.275G>A): p.Arg92Gln u pacientky

s hemimegalencefalii (v heterozygotnim stavu). Tato varianta je v databazi HGMD (Human
Gene Mutation Database) oznacena jako patogenni, my jsme ji ale prokazali téz u zdravé
matky (v heterozygotnim stavu). Pacientky s variantami v genech NPRL2 a NPRL3 jsme
konzultovali v ramci mezindrodni studie s Dr. Stéphanie Baulac a prvni pacientka spole¢né

s jejim postizenym otcem byli zafazeni do zminované studie (Studie ¢. 4).
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7. ZAVERY

Prvnim cilem predkladané prace bylo stanovit prediktory rozvoje opozdéni
psychomotorického vyvoje a poruch autistického spektra ve skupiné pacientti s TSC jako
prikladu vyvojové a epileptické encefalopatie. Nasi hypotézou bylo, ze rozvoj kognitivniho
deficitu a ASD souvisi s tézkou farmakorezistentni epilepsii. V studii ¢. 1 jsme prokazali, ze jak
farmakorezistentni epilepsie, charakterizovana vysokym poctem antiepileptik, tak jeji
anatomicky podklad v podobé dysplastickych lozisek typickych pro TSC a FCD a doprovodné
zpomaleni zakladni aktivity na EEG, se vyznamné poji s nepfiznivym kognitivnim vyvojem u
pacientti s TSC. Dale jsme se detailné soustfedili na neurozobrazovaci charakteristiky FCD a
ve studii ve spolupraci s londynskym pracovi$tém jsme shrnuli jak znamé MRI rysy FCD, tak
uvahy nad moznostmi pokrocilych pocitacovych algoritmu detekovat in vivo jednotlivé
histologické podtypy FCD. Vzhledem k faktu, ze pacienti s TSC a FCD tvofi vyznamny podil
pacientd podstupujicich epileptochirurgii, dali jsme si za dalsi cil stanoveni faktoru, které
ovliviuji kognitivni vykon u détskych kandidata epileptochirurgie napfic etiologickym
spektrem. V nasi hypotéze jsme predpokladali, Ze (1) znamky tézké epilepsie predikuji horsi
kognitivni vykon a (2) epileptochirurgie vede k vzestupu poopera¢niho 1Q/DQ oproti
predopera¢nimu. Ve studii ¢. 3 se ukazalo, ze jak vék pfi rozvoji epilepsie, tak vék pii operaci
ovliviuji IQ/DQ, ale téz, ze vyznamnou roli sehrava histologicky typ FCD a rozsah operace
(potazmo rozsah predpokladané epileptogenni zony). Pacienti, ktefi podstoupili
epileptochirurgii (na skupinové trovni) dosahovali vy$siho IQ/DQ rok od operace nez pred
operaci a nejvétsi posun byl zaznamenan u pacient s niz§im vstupnim 1Q/DQ.

Jelikoz v pribéhu casu pribyvaji znalosti o genetickych pfi¢inach FCD, MCD a s nimi
spojenou farmakorezistentni epilepsii a kognitivni dysfunkci, rozhodli jsme se cile dizerta¢ni
prace rozsirit o zkoumani téchto genetickych aspekttt FCD/MCD. Nasi, literarné podlozenou,
hypotézou bylo, ze se geny signalni kaskady mTOR podileji na vzniku fokalnich MCD a FCD.
Tato hypotéza se potvrdila jednak na zakladé detailniho a rozsahlého studia dosavadnich
publikovanych udaja (Studie ¢. 5), tak v nagem vlastnim sledovaném souboru, kterym jsme
prispéli do mezinarodni publikace pacienti s variantami v komplexu GATORI (Studie ¢. 4).
V budoucnu by studie na vétsim souboru pacientti s dostupnymi klinickymi,
elektrofyziologickymi, neuropsychologickymi, neurozobrazovacimi a genetickymi
informacemi mohly osvétlit podil genetickych zmén na prognéze a kognitivnim vyvoji

pacientd podstupujicich epileptochirurgii.
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