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Zavedeni molekularné genetické diagnostiky fokalni kortikalni dysplazie typu I a jeji

vyuziti v pfedoperacnim vySetiovani pacienti s fokalni farmakorezistentni epilepsii

Abstrakt

Malformace kortikdlniho vyvoje (MCD) jsou nejcastéjsi pticinu fokalni farmakorezistentni
epilepsie u déti podstupujicich epileptochirurgickou 1écbu. Pacienti s fokalni kortikalni
dysplazii typu 1 (FCD 1) byvaji spojovani s neptiznivymi pooperacnimi vysledky. V nasi studii
jsme vsak jasné€ ukdzali, Ze diky komplexnimu multimodalnimu pfistupu, zejména s vyuZzitim
pokrocilych zobrazovacich metod, Ize 1 u téchto pacientti dosahnout ptiznivych vysledki. V
ramci této prace jsme zavedli metodu hlubokého celoexomového sekvenovani DNA izolované
z mozkové tkang ziskané pfi epileptochirurgii s cilem identifikovat nové genetické pti¢iny FCD
1 adal§ich MCD. U dvou pacienti s FCD 1 jsme prokéazali somatické varianty v genech RARS/
a BRAF, které dosud nebyly s FCD 1 spojovany. U jedné pacientky vedlo objasnéni somatické
varianty v genu SLC3542 k ptehodnoceni diagn6zy na z FCD 1 na MOGHE (mirna malformace
kortikalni vyvoje s oligodendroglidlni hyperpldzii a epilepsii). Nase prace také prispéla
k lepsSimu definovani fenotypu pacienti s MOGHE, ktery se vyznacCuje rysy epileptické
encefalopatie a fokalni farmakorezistentni epilepsie, pfi¢emz MRI abnormity jsou nejcastéji
lokalizovany ve frontadlnim laloku. Za hlavni pfi¢iny MCD jsou pokladany germinalni a
somatické varianty v genech mTOR signalni kaskady. NaSe vysledky vSak naznacuji, ze
spektrum genl zapojenych do patogeneze MCD je mnohem S$ir§i. Popsali jsme germindlni

varianty v nékolika genech (napt. TET3, GDII a SETD1B) dosud nespojovanych s MCD.
Klic¢ova slova:

epileptochirurgie, farmakorezistentni epilepsie, fokalni kortikalni dyspléazie typu 1 a 2, hluboké

celoexomové sekvenovani, malformace kortikalni vyvoje, MOGHE, somatické varianty



Introduction of molecular genetic diagnostics of focal cortical dysplasia type I and its

employment in evaluation of patients with focal intractable epilepsy

Abstract

Malformations of cortical development (MCD) are the most common cause of focal drug-
resistant epilepsy in children undergoing epilepsy surgery. Patients with focal cortical dysplasia
type 1 (FCD 1) are usually associated with poor postoperative outcomes. However, our study
demonstrated that a comprehensive multimodal approach, particularly using advanced imaging,
can achieve favorable results even in these cases. We introduced deep whole-exome sequencing
of DNA from brain tissue obtained during epilepsy surgery to identify novel genetic causes of
FCD 1 and other MCDs. In two FCD 1 patients, we identified somatic variants in RARS/ and
BRAF, not previously linked to FCD 1. In one female patient, a somatic variant in SLC3542 led
to a diagnosis revision from FCD 1 to MOGHE (mild malformation of cortical development
with oligodendroglial hyperplasia and epilepsy). Our work also contributed to better defining
the phenotype of patients with MOGHE, which is characterized by features of epileptic
encephalopathy and focal drug-resistant epilepsy, with MRI abnormalities most commonly
localized in the frontal lobe. Germline and somatic variants in mTOR pathway genes are
considered the main causes of MCDs, but our findings suggest a broader genetic spectrum. We

described germline variants in TET3, GDI1, and SETD1B, not previously linked to MCDs.

Keywords:

deep whole-exome sequencing, epilepsy surgery, focal cortical dysplasia type 1 and 2,

malformations of cortical development, MOGHE, pharmacoresistant epilepsy, somatic variants



Seznam pouzitych zkratek:

ACMG — American College of Medical Genetics and Genomics
ASM - anti-seizure medication, protizachvatova terapie

CADD — Combined Annotation Dependent Depletion

CNV — copy-number variats, varianty v poctu kopii

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DQ — developmental quotient, vyvojovy kvocient

EE — epilepticka encefalopatie

EEG — elektroencefalografie

FCD — focal cortical dysplasia, fokalni kortikalni dysplazie

FDG-PET - (fluorodeoxyglucose) positron emission tomography, pozitronova emisni
tomografie

FLAIR — Fluid Attenuated Inversion Recovery

gnomAD — The Genome Aggregation Database

HME — hemimegalencefalie

ILAE — The International League Against Epilepsy

IQ — intelligence quotient, inteligencni kvocient

LEAT — Long-term epilepsy-associated tumors

MCD — malformations of cortical development, malformace kortikalniho vyvoje

MOGHE — mild malformation of cortical development with oligodendroglial hyperplasia in
epilepsy

MUHSEC — multilobar unilateral hypoplasia with severe epilepsy in children

MRI — magnetic resonance imaging, magneticka rezonance

NGS — next generation sequencing, sekvenovani nové generace

SISCOM - subtraction of ictal SPECT coregistered to MRI

SPECT — single photon emission computer tomography, jednofotonovd emisni pocitatova
tomografie

TGP — targeted gene panel
TSC — tuberous sclerosis complex, tuberdzni skler6za
VAF — variant allele frequency, frekvence variantni alely

WES — whole exome sequencing, celoexomové sekvenovani
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1. Uvod
1.1.  Epilepsie

1.1.1. Epilepsie — definice, epidemiologicka data

Epilepsie pfedstavuje heterogenni skupinu onemocnéni centralni nervové soustavy s trvalou
predispozici generovat epileptické zachvaty (Falco-Walter et al., 2018). Z dosud platné definice
z roku 2014 jde o onemocnéni spliujici nasledujici kritéria: 1) vyskyt minimélné dvou
neprovokovanych epileptickych zachvati v obdobi del§im, nezZ 24 hodin, 2) vyskyt jednoho
neprovokovaného zéichvatu s vysokym rizikem (60.0 %) jeho opakovani v pribéhu
nasledujicich deseti let, nebo 3) diagnoéza epileptického syndromu (Fisher et al., 2014).
Farmakorezistentni epilepsie je definovana jako stav, kdy u pacienta s epilepsii selhala dvé
spravné zvolena a v dostatecné davce pouzitd protizachvatova 1é¢iva, at’ jiz v monoterapii v

sekvenci, nebo v kombinaci (Kwan et al., 2010).

V celosvétovém métitku je epilepsie jednim z nejcastéjSich neurologickych onemocnéni,
které postihuje pfiblizn€ 50 miliond lidi. Ro¢ni incidence tohoto onemocnéni se celosvétove
pohybuje mezi 50 az 60 ptipady na 100 000 obyvatel. Pacienti se potykaji nejen s epileptickymi
zachvaty, ale v porovnani s béZnou populaci maji signifikantné vyssi riziko komorbidit (véetné

psychiatrickych), niz$i kvalitu Zivota a vy$§i mortalitu (Chen et al., 2023).

1.1.2. Epilepsie — klasifikace

Dosud platna klasifikace dle Mezinarodni ligy proti epilepsii (ILAE, The International
League Against Epilepsy) z roku 2017 udava tfi zdkladni roviny — typ zachvatu, typ epilepsie a
epilepticky syndrom (Scheffer et al., 2017). Prvni rovinu piedstavuje klasifikace samotného
epileptického zachvatu. Obrazek ¢. 1 ilustruje Cesky ekvivalent soucasné mezinarodné
uznavané klasifikaci epileptickych zachvati (Marusic, et al. 2018). ILAE rozliSuje ctyfi
zakladni typy epilepsii: 1) fokalni (zachvaty vychazeji v loziska v jedné hemisfére), 2)
generalizovand (zachvaty vychéazeji z obou hemisfér), 3) kombinovana fokélni a
generalizovana, 4) epilepsie nezndmého typu. Posledni rovinu tvofti klasifikace epileptického
syndromu. V epileptologii je syndrom definovén jako soubor charakteristickych klinickych a
elektrofyziologickych rysi. Celkovy obraz syndromu dotvafi i etiologie (strukturdlni,
genetickd, metabolickd, autoimunitni atd.), vék néstupu onemocnéni a ptidruzené komorbidity.
V revizi klasifikace z roku 2022 se epileptické syndromy rozd¢luji do nésledujicich podskupin:

1) idiopatické generalizované epilepsie, 2) epileptické syndromy se zacCatkem v



novorozeneckém nebo ¢asném kojeneckém veku (do 24 mésicii veéku), 3) epileptické syndromy
se zacatkem v détském veéku, a 4) epileptické syndromy se zaatkem v rizném véku (Wirrell et
al. 2022). Nutné je vSak podotknout, zZe ne kazdy pacient vzdy spada do jednoho konkrétniho
syndromu. Urceni typu syndromu bereme spiSe jako posledni dilek diagnostické skladacky

vedouci k optimalizaci lé€ebného postupu a uréeni prognézy onemocnéni.

Klasifikace zachvatu ILAE 2017

Fokalni Generalizované S neznamym zacatkem
Bez poruchy S poruchou 7~ ~
védomi védomi Motorické Motorické
B tonicko-klonické (GTCS) B tonicko-klonické
(Motorické ) B klonické B epileptické spasmy
M automatismy B tonické Bez motorickych projevi
® atonické B myoklonické B zaraz v chovani
W klonické B myocklonicko-tonicko-klonické
n llentickés B myoklonické-atonické
eplleptické spasmmy o ( Neklasifikované )
®  hyperkinetické W atonicke
B myoklonické B epileptické spasmy
B tonické Bez motorickych projevi (absence)
Bez motorickych projevii B typicke
B autonomni B atypickeé
B zéiraz v chovéni B myoklonické
m itivni B s myokloniemi vi¢ek
kognitivni \_ )
® emoéni é k ’ I
W senzoricky eS a | a
\ y 9

proti epilepsii

(Fok:ilm’ pechizejici do bilaterélniho) Vypracaval Viybor Ceské ligy proti epilepsii, odborné spoleé¢nosti CLS JEP

tonicko-klonického (FBTCS)

Ceskd verze dle Fisher et al, Epilepsia 2017, in extenso viz www.clpe.cz

Obrazek 1: Klasifikace epileptickych zachvati — esky ekvivalent ILAE klasifikace (Scheffer
et al., 2017) dle Marusic et al., 2018

1.1.3. Epilepsie — zakladni prehled etiologie

Znalost etiologie epilepsie je dilezita pro volbu nésledujiciho terapeutického postupu (napft.
farmakoterapie versus epileptochirurgie) a urceni progn6zy. Jasné to doklada i fakt, Ze posledni
revize klasifikace epilepsie obsahuje i déleni dle etiologie na strukturalni, genetickou, infekcni,
metabolickou, autoimunitni a neznamou pficinu (Scheffer et al., 2017). Tyto kategorie se
vzajemné nevylucuji a mohou se prolinat. Jako ptiklad lze uvést fokalni strukturalni epilepsii
na podkladé fokalni kortikalni dysplazie 2B, jejiZ pti¢inou je somaticka varianta v genu MTOR

(Lim et al., 2015). V tomto ptipad¢ jde o kombinaci strukturalni a genetické etiologie epilepsie.
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Strukturdlni pfi¢ina je stale nejcastéjsi, ale diky pokrocilym genetickym metoddm se daii
odhalovat nové genetické pfi¢iny a ubyva epilepsii s neznamou etiologii. Pravé znalost
genetick¢ého pozadi otevird dvefe novym léfebnym mozZnostem cilenym na konkrétni
patofyziologické mechanismy (Balestrini et al., 2021; Balestrini et al., 2018). Do této
podskupiny fadime nejen specifické syndromy, jako syndrom Dravetové vznikajici na podkladé
variant v genu SCNI/A (Anwar et al., 2019), ale také fokalni epilepsie na podkladé malformaci
kortikalniho vyvoje napt. v disledku somatickych variant v genech mTOR signalni kaskady
(Marsan et al., 2018). Blize se tématu genetickych pficin malformaci kortikalniho vyvoje bude

vénovat kapitola 3.

Fokalni epilepsie jsou nejcastéjSim typem epilepsie diagnostikovanym v détském véku
(Nascimento et al., 2023). Opustime-li od fokalnich epileptickych syndromili se spontdnni
remisi (napt. self-limited epilepsy with centrotemporal spikes — SeLECTS), naprostd vétSina
fokalnich epilepsii détského véku je zplsobena malformacemi kortikdlniho vyvoje (MCD,
malformation of cortical development). Vyznamnou skupinu v epileptochirurgickych
souborech tvofi také pacienti s nadory asociovanymi s epilepsii (LEAT, long-term epilepsy
associated tumors), které jsou po MCD druhou nejcastéjsi pfi¢inou fokalni strukturalni
epilepsie u déti (Xie et al., 2023). Ze ziskanych pficin fokalni strukturdlni epilepsie zmiiime

naptiklad zmény v ramci hypoxicko-ischemického poskozeni (Nascimento et al., 2023).

1.2. Malformace kortikalniho vyvoje (MCD)

Vyvoj mozkové kiiry je komplexni n€kolikastupniovy proces s po¢atkem v prvnim trimestru
intrauterinniho vyvoje plodu. Spravny vyvoj a organizace mozkové kiiry vyzaduje piesnou
regulaci nasledujicich procest — proliferace progenitorovych bunck a jejich diferenciace v
neuronalni bunky, neuronalni migrace a kortikalni organizace s tvorbou spojt. V kterémkoliv
kroku tohoto vysoce sofistikovaného procesu miize dojit k chybé, kterd vyusti v malformaci

vyvoje mozkové kliry (Subramanian et al., 2020).

1.2.1. MCD vzniklé v dusledku chybné proliferace ¢i diferenciace

Kortikalni excitacni neurony pochazeji z tzv. neuroepitelidlnich bunek (NE), které se v
Casném stadiu vyvoje v oblasti ventrikuldrni zony (VZ) zacinaji symetricky délit za vzniku
poolu progenitorovych bunék. Na pocatku neurogeneze se tyto bunky transformuji do
progenitord bunék radidlni glie (RG), jejichz bazédlni vybeézky tvoii “leSeni” pro navadéni
neurondlnich bunék pfi své migraci, ¢imz se podileji na organizaci mozkové kiry. Mimo to

maji buniky RG schopnost asymetrického déleni za vzniku nékolika typl dcefinych bunck —
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vlastnich obnovenych bun¢k RG, neuronli migrujicich podél radialnich vlaken do kortikalni
ploténky nebo tzv. intermedidrnich progenitorovych bunék (IPCs). IPCs se nachazeji
predominantné v oblasti subventrikularni zony (SVZ), termindlnim stadiem jejich déleni jsou
neurony. Na konci procesu neurogeneze se z progenitord RG bunék generuji translokované
progenitorové bunky, které bud’ migruji do kortexu, nebo se z nich stavaji astrocyty. Poslednim
typem buné¢k jsou vnéjsi radialni gliové buiiky (oRV), které vznikaji z bun¢k ventrikularni
radialni glie (VRG) procesem zvanym epitelialné-mezenchymadlni tranzice. Buniky oRV v
obdobi zhruba poloviny procesu neurogeneze (17. gestacni tyden) pievladaji a tvorbou “leSeni”

prispivaji k formovani mozkové ktiry (Subramanian et al., 2020).

Hlavni signélni kaskadou regulujici proliferaci a diferenciaci progenitorovych bunék je
draha PI3K-AKT-mTOR. Dysregulaci této drahy vznikaji malformace kortikalniho vyvoje typu
fokalni kortikalni dysplazie (FCD), hemimegalencefalie (HME) ¢i tuber6zni sklerozy (TSC).
Souhrnné lze tato onemocnéni oznacit jako “mTORopatie” (Crino et al., 2020). NaruSena
bunécné proliferace vlivem mutace genii (napt. varianty v genech CENPJ, MCPHI nebo
ASMP), ptipadné v dusledku infekci (napt. CMV, Zika virus, Toxoplasma gondii) miize vést k
mikrocefalii (Devakumar et al., 2018; Gilmore et al., 2012).

1.2.2. MCD vzniklé v disledku chybné migrace neuroni

Klicovym krokem ve vyvoji mozkové kiry je radidlni migrace neuronélnich bunék z SVZ
do takzvané kortikalni ploténky (CP, cortical plate), ktera predstavuje poklad pro budouci
Sestivrstvy kortex. Zasadni vyznam v tomto procesu hraji vyse zminéné buiiky radialni glie.
Na proces migrace ma vliv mnoho faktori. V souvislosti s MCD zminme napiiklad vyznam
spojii typu gap junction mezi buitkami RG a migrujicimi neurony, “navadéci” protein Reelin
exprimovany Cajal-Retziusovymi bunkami, proteiny cytoskeletu a adhezni proteiny

(Subramanian et al., 2020).

V disledku chybné migrace neuront mohou vznikat MCD ze spektra tzv. lisencefalii, kam
zahrnujeme agyrii, pachygyrii a subkortikalni pasovou heterotopii (SBH, subcortical band
heterotopia; také znama jako “double cortex”). V soucasné dobé¢ je zndmo nekolik desitek gend,
jejichz varianty mohou zapfiCinit vznik téchto malformaci. Jde Casto o geny asociované s
bunéénym pohybem, mikrotubuly, integritou cytoskeletu nebo interakcemi v extracelularni
matrix. Z nejcastéjSich genii asociovanych s MCD ze spektra lisencefalii zmiime PAFAHIBI,
DCX, TUBAIA, POMTI, ARX ¢ RELN. Environmentalni pfiiny (napf. cytomegalovirova

infekce) jsou méné Casté (Koenig et al., 2021).
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DalSim typem malformace je periventrikularni nodularni heterotopie Sedé hmoty (PNH,
periventricular nodular heterotopia), jejiz pticinou je opét chybna funkce cytoskeletalnich
proteinli nebo proteinil asociovanych s mikrotubuly. Geny asociované s PNH jsou napt. FLNA,

KIF24, MAPIB ¢i ARFGEF?2 (Subramanian et al., 2020).

1.2.3. MCD vzniklé v diisledku chybného zapojeni neuront

Ackoliv proces synaptogeneze (tvorby neurondlnich spoji) zacind jiz ve 22. gestanim
Synapticka denzita se po narozeni dramaticky zvySuje. Odhaduje se, ze ve véku dvou let je
pocet synapsi asi o 50 % vysSi nez v dospélosti. Postupem casu dochazi k eliminaci
nepotiebnych synapsi a k procesu remodelace. NaruSeni konektivity mezi specifickymi regiony
CNS bylo popsano u neurologickych a neuropsychiatrickych poruch, jako jsou porucha
autistického spektra ¢i schizofrenie a také u epilepsie. Studie ukazuji i na naruSenou funkéni
konektivitu u nékterych malformaci kortikalniho vydoje, jako je PNH, FCD ¢i TSC
(Subramanian et al., 2020).

1.3.  Fokalni kortikalni dysplazie (FCD) — zakladni prehled a klasifikace

Termin fokalni kortikalni dysplazie (FCD) byl poprvé uzit jiz v roce 1971, kdy pfi
histopatologickém hodnoceni mozkové tkané pacienta s fokalni epilepsii popsali okrsky
neorganizované¢ho kortexu s pfitomnosti nepravidelnych dysmorfnich neurontt a velkych
“balénovych” bunék (Taylor et al., 1971). V nasledujicich letech se tato abnormita ve vyvoji
mozkové kiiry zacala stale Castéji spojovat farmakorezistentni fokalni epilepsii, Casto s
neuspokojivymi vysledky po chirurgické 1écbe. Situace se vSak v prubéhu nekolika desitek let
dramaticky zménila. Sance na dosaZeni stavu bez zachvatii se u pacientti s FCD vyrazné zvysila,
zejmeéna diky pokroku v neurozobrazovacich technikach. Obrovsky posun byl zaznamenan i na
poli znalosti patofyziologickych mechanisml a genetickych pfi¢in FCD. V soucasné dob¢ se
jedna o nejcastéjsi subtyp malformaci kortikalniho vyvoje.

Svij historicky vyvoj ma také histopatologicka klasifikace FCD. Palmini a kol. v roce
2004 ptedstavili prvni systematickou revizi terminologie a klasifikace FCD, ktera vznikla jako
konsensus napti¢ n¢kolika obory — epileptologie, neuropatologie, neuroradiologie, zdkladni
vyzkum (Palmini et al., 2004). Svou unikatnost pfinesla zejména v tom, Ze sjednotila
terminologii pro histopatologicky popis a naslednou klasifikaci do jednotlivych subtypt, a
zohlednila také klinicky obraz, nalezy pii neurozobrazeni a prognézu pacientll s epilepsii.
Fokalni kortikalni dysplazii definovali jako subtyp malformace kortikalniho vyvoje, u kterého
dochézi k vyvojové odchylce vyhradné na trovni mozkové kiiry. Autofi dale na zakladé
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specifickych bunéénych definovali nasledujici buné&cné typy: dysmorfni neurony (dysmorphic
neurons, deformované bunky s abnormdlni orientaci, velikosti, strukturou cytoskeletu a
atypickymi dendrity), balonové bunky (baloon cells, abnormalni bunky s tenkou membranou a
bledou, sklovitou a eosinofilni cytoplazmou s excentrickym jadrem), obrovské neurony (giant
neurons, zvétsené neurony s centralné ulozenym jadrem, nevykazuji zmény charakteristické
pro dysmorfni neurony) a nezralé neurony (immature neurons, kulaté nebo ovalné homogenni
buiiky s velkym nezralym jadrem a tenkym lemem cytoplazmy). DalSim krokem bylo
posouzeni architektoniky Sestivrstevné kliry a v ptipad¢ prikazu dyslaminace ¢i dezorganizace
také piitomnost vysSe definovanych bunécnych abnormit. Autoii dale poukazali na to, ze
ptitomnost dysmorfnich neuronti je asociovana s vyssi mirou epileptogenicity a také s pritkazem
1éze na MRI (Palmini et al., 2004).

Ur¢ity nesoulad mezi histopatologickymi nalezy vedl v roce 2010 k provedeni
komplexni revize s cilem navrzeni nové standardizované klinicko-patologické klasifikace
reprodukovatelné naptic¢ jednotlivymi pracovisti. Vysledkem této revize byl novy tfistupiiovy
klasifikaéni systém ILAE, ktery rozliSuje izolované formy FCD (FCD 1 a 2) od téch
asociovanych s jinou hlavni 1ézi (FCD 3) (Bliimcke et al., 2010).

S cilem reflektovat stavajici problémy a nedostatky v klinické a histopatologické
diagnostice FCD provedla v roce 2022 pracovni skupina ILAE revizi klasifikace. Mezinarodni
konsensus poukazuje na vyznam imunohistochemického barveni a korelaci fenotypu s
genotypem. Byla navrzena aktualizace schématu z roku 2011, které zahrnuje dvé nové kategorie
— mirnd malformace kortikalniho vyvoje s oligodendroglidlni hyperplazii (MOGHE, mild
malformation of cortical development with oligodenroglial hyperplasia and epilepsy), a
kategorii bez histopatologického prikazu FCD (no definite FCD on histopathology). ILAE dale
doporucuje pouziti imunohistochemického barveni k detekci architektonickych abnormalit a
subtypi FCD, tj. protilatek zamétenych na neurondalni jaderny antigen (NeuN), neurofilamenty,
vimentin, mikrotubularni asociovany protein 2 (MAP2), CD34, OLIG2, glidlni fibrilarni
acidicky protein (GFAP) a alfa B-kristalin. Soucasti klasifikace se stalo také molekularng-

genetické vySetfeni (Najm et al., 2022). Soucasna klasifikace FCD je uvedena v tabulce 1.
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Tabulka 1 - soucasna klasifikace FCD dle ILAE, Sedé€ jsou vyznaceny nové pridané kategorie;

ptelozeno podle Najm et al., 2022

asociovana s
hippokampalni

skler6zou

asociovana s

nadorem

asociovana s
vaskularni

malformaci

FCD 1 FCD 1A —¢etné¢ | FCD 1B — FCD 1C — ptitomnost

mikrokolumny abnormalni abnormalni vertikalni a
laminace horizontalni laminace
FCD 2 FCD 2A — dysmorfni neurony FCD 2B — dysmorfni neurony +
balénové bunky

FCD 3 FCD 3A - FCD 3B — FCD 3C - FCD 3D —
kortikalni kortikalni kortikalni kortikalni
dyslaminace dyslaminace | dyslaminace dyslaminace

asociovana se
ziskanou 1ézi v
¢asném veéku
(napt.

ischemie)

Abnormita bilé

mirna malformace kortikalniho

mirna malformace kortikalniho

hmoty vyvoje s nadmérnym mnozstvim | vyvoje s oligodendroglialni
heterotopnich neuronti hyperplazii a epilepsii
(MOGHE)
Bez typ abnormity kortikalni organizace zlstava nejasny a
histopatologického | histopatologické nalezy nejsou kompatibilni s FCD 1, 2 nebo 3
prikazu FCD

1.4. Klinicky obraz pacienti s FCD a MOGHE

Kapitola bude vénovana dosavadnim znalostem o klinickém obrazu, EEG charakteristikam

a neurozobrazeni u pacienti s FCD 1 a 2 a MOGHE.
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1.4.1. FCD 1 vs. FCD2 - klinicky obraz, EEG, neurozobrazeni

Spolecnym rysem v klinickém obrazu pacientti s FCD 1 a 2 je fokélni
farmakorezistentni epilepsie. Nékter¢ atributy klinického obrazu se mohou ¢astecné prekryvat,
jiné se naopak dramaticky 1i8i (napf. nalez na MRI).

V¢ék rozvoje epilepsie je vétSinou v Casném détském veku, zdlezi vSak na lokalizaci a
rozsahu léze a také na subtypu FCD. Median véku se v riznych studiich 1i$i: u FCD 1 je to 5
let (rozmezi 1-3 roky), zatimco u FCD 2 jsou to 3 roky (rozmezi 1-7 let) (Guerrini et al., 2021)
Nékteré studie naopak reportuji, ze rozdil ve veku zacatku epilepsie mezi pacienty s FCD 1 a 2
neni signifikantni (Krsek et al., 2008). Komorbidity CNS (napf. perinatalni krvaceni) jsou
castéj$i u FCD 1 (KrSek et al., 2008). Epileptické spasmy mohou byt prvni manifestaci FCD
(Barba et al., 2016). Epileptiformni aktivita je u pacienti s FCD mnohdy vyznamna, coz
doklada i pomérné Casty vyskyt fokalniho epileptického statu na skalpovém EEG (Fauser et al.,
2006). FCD 2A je v porovnani s FCD 2B ¢asté&ji asociovana s t€z§im fenotypem, ktery mtize
byt charakterizovan rozvojem epilepsie ve velmi ¢asném veku, tézkym kognitivnim deficitem,
Casto i s doprovodnym neurologickym ptiznakem jako je hemiparéza (Lawson et al.,
2005). Castou komorbiditou, které je diisledkem narusené vyvoje mozkové kiiry a probihajici
epilepsie, je opozdéni (né€kdy az regres) psychomotorického vyvoje a kognitivni deficit.
lokalizaci 1éze v temporalnim nebo okcipitalnim laloku, ¢asnym nastupem onemocnéni, del$im
trvanim epilepsie, historii epileptickych spasmt nebo epileptického statu, a také s uzivanim
vice protizachvatovych 1¢ka (Kimura et al., 2018). Mezi pacienty s FCD 1 a 2 jsou vyznamné
rozdily na trovni inteligence. Détsti pacienti s FCD 1 jsou Castéji postizeni mentalni retardaci,
véetné pasma tézké az hluboké mentélni retardace (IQ <35). U pacientti s FCD 2 je tento podil
vyrazné nizsi a velka Cast pacientll dosahuje 1Q nad 70 bodi. Maladaptivni chovéni a poruchy
chovani jsou Castéjsi u FCD 1 (Krsek et al., 2008).

Z pohledu elektrofyziologie, FCD 1 nema charakteristicky EEG obraz, ktery by ji jasné
odlisil od jinych epileptogennich 1ézi (Coras et al., 2021). Iktdlné¢ (b&hem epileptického
zachvatu) se u FCD 1 n¢kdy popisuje rytmické ostra aktivita, kterd se projevuje bud’ jako
vysokonapétova ostfe konturovand aktivita v pasmu alfa—theta, nebo jako vietenovité prvky
(Di Giacomo et al., 2019). Naproti tomu FCD 2 ¢asto generuje specifické fokalni kontinualni
rytmické vyboje nebo repetitivni hroty, viditelné na skalpovém EEG. Tento nélez se Casto
prostorové shoduje s lokalizaci strukturdlni 1éze (Krsek et al., 2008; Najm et al., 2022).

Nicmén¢ drobné FCD 2 1éze lokalizované na spodin¢ sulku mohou mit na skalpovém EEG
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normalni nélez (Krsek et al., 2008). Detailni analyzou EEG zdznamu z intrakranidlniho EEG
Ize vysledovat rozdily v interiktalnich epileptiformnich vybojich (IEDs, interictal epileptiform
discharges) a repetitivnich vybojich (RD, repetitive discharges) mezi FCD 1 a 2. V budoucnu
by tato ptedoperacni predikce subtypu FCD mohla pomoci Iépe naplanovat cileny chirurgicky
postup véetné jeho rozsahu zejména u pacientll s normdlnim nalezem na MRI (Janca et al.,
2023).

Diagnosticka vytéznost MRI u FCD zavisi na odbornosti hodnotitele, technickych
parametrech, vyuziti specializovanych protokolli a postprocessingu. Zavedeni 3T MRI (zafizeni
s magnetickym polem o sile 3 Tesla, které dnes nahrazuje starSi 1,5T pfistroje) pfineslo
vyznamny pokrok. U pacientli s diive negativnim nalezem na 1,5T MRI doslo ke zvySeni
detekce strukturdlnich abnormalit pfiblizné o 5 % (Mellerio et al., 2013). MRI abnormality
popisované u FCD 2 jsou dobie definované a zahrnuji abnormalni gyrifikaci, zesileni kortexu,
zmény signalu (nejcastéji ve FLAIR sekvenci) v oblasti kortexu a piilehlé bilé hmoty a
rozostfeni hranice mezi Sedou a bilou hmotou (Bernasconi et al., 2019). Typickou MRI
abnormitou u FCD 2B je transmantle sign, jedna se o radialn¢ orientované linearni ¢i konické
T2 hyperintenzni pruhy vybihajici od kortexu smérem k mozkovym komoram (Colombo et al.,
2012). Zhruba tfetina pacientii s FCD 2 (zeyjména FCD 2A) nemd abnormitu ani na 3T MRI
(Miihlebner et al., 2011). U FCD 1 neni zndm charakteristicky radiologicky obraz a az 33 %
pacienti mé negativni nalez na MRI (Tassi et al., 2010). Obvyklymi, avSak nespecifickymi,
zménami u FCD 1 jsou rozostfeni okraji mezi Sedou a bilou hmotou, pravdépodobné v
dasledku nadbytku heterotopickych neuronll v oblasti U-vldken, které zde tvoti synaptické sité
s axony vedoucimi do pfilehlé kiry, kde se zacleniuji do synaptickych okruhii (Coras et al.,
2021). Mezi dalsi MRI zmény pozorované u FCD 1 patii zvySeny signal prilehlé bilé hmoty
nebo redukce objemu bilé hmoty (Krsek et al., 2008). FCD 1 1éze jsou velmi Casto rozsahlé
multilobarni. FCD?2 se Cast&ji vyskytuji ve frontalnim laloku, zatimco FCD 1 ¢astéji postihuji

temporalni lalok nebo jsou multilobarni (Tassi et al., 2010; Wagstyl et al., 2021).

Velky piinos pro detekci léze, zejména u MRI negativnich pacientd, pfinesla
fluorodeoxyglukézova pozitronova emisni tomografie (FDG-PET). Tato metoda dokaze odhalit
hypometabolismus u 60-92 % pacientii s FCD (Guerrini & Barba, 2021). Koregistrace FDG-
PET s 3T MRI mtiZe nejen zlepsit citlivost samotné detekce FCD, ale také jasné ohranicit rozsah
FCD (Wang et al., 2023). U rozséahlych 1ézi lze vysledovat gradient hypometabolismu, kdy
maximalni hypometabolismus je patrny v zon¢ zacatku zachvatu (SOZ, seizure onset zone),

zatimco méné intenzivni hypometabolické oblasti naznacuji epileptogenni sit’ a Sifeni

17



epileptiformni aktivity (Chassoux et al., 2010). Dal§i pomocnou funkéni neurozobrazovaci
metodou je substrakéni iktalni jednofotonova emisni vypocetni tomografie (SPECT)
koregistrovany s MRI, tedy tzv. SISCOM. Uplné chirurgické odstranéni oblasti s iktalni
hyperperfuzi je silnym prediktorem uspéchu operace (Kudr et al., 2016).

1.4.2. MOGHE - klinicky obraz, EEG, neurozobrazeni

V klinickém obrazu je spoleénym rysem pacienti s MOGHE farmakorezistentni
epilepsie, vysoka Cetnost zachvati a naruSeni psychomotorického vyvoje a kognitivnich
dovednosti. Ve studii Bonduelle et al. byla kognitivni porucha zaznamenana témeét u vsech
ptipadi (24/26), pticemz 63 % (15/24) vykazovalo mirné az stfedni postizeni a 35 % (9/24)
pacientl trpélo t€zkym postizeni (Bonduelle et al., 2021). Median véku rozvoje epilepsie se v
dosud publikovanych studiich pohybuje od 15 mésicti do 2.3 let (Schurr et al., 2016; Hartlieb
et al., 2018; Bonduelle et al., 2021; Kang et al., 2022). Liu et al. uvadéji, ze u 94,6 % pacientli
v jejich kohorté& se epilepsie rozvinula béhem prvnich 3 let Zivota (Liu et al., 2023). Castym
typem zéachvatl jsou epileptické spasmy, které jsou reportovany az u 70-77 % pacientl
(Bonduelle et al., 2021, Kang et al., 2022, Liu et al., 2023). Pfiblizn¢ polovina pacientil trpi
be&hem epilepsie vice nez jednim typem zachvati (Liu et al., 2023). Kang et al. také uvadeji, ze
60 % pacientd v jejich kohort€ spliiovalo kritéria pro diagnézu Lennox-Gastautova syndromu
(tézka epilepticka encefalopatie) (Kang et al., 2022). Schurr et al. ve své studii lokalizuji
epileptogenni zonu vyhradné do frontdlniho laloku (Schurr et al., 2016). Piestoze vétSina studii
naznacuje predominanci této oblasti, né€které poukazuji i na zapojeni zadnich kvadrantt (Kang
et al., 2022) nebo na rozsahlejsi zony zasahujici celou hemisféru (Hartlieb et al., 2018).

Podobné jako FCD 1, ani MOGHE nevykazuje na EEG charakteristicky interitalni
vzorec. Pomérné frekventnim nalezem jsou multifokalni interiktalni vyboje reportované u 30—
48.6 % pacientli (Bonduelle et al., 2021, Kang et al., 2022, Liu et al., 2023)

Pied definovanim jednotky MOGHE byly nédlezy na MRI v pfedoperacnim vySetieni
zpravidla interpretovany jako FCD (pfipadné jind forma MCD), nebo jako MRI-negativni.
Ackoli je MOGHE histopatologickou diagndzou, méla by byt zvazovana zejména u pacientll s
rozsahlymi 1ézemi na MRI, které primarné zasahuji frontalni lalok (Arizono et al., 2024). MRI
abnormity, které se u MOGHE popisuji pfedstavuji spiSe obecné zmeény, které 1ze pozorovat i
u jinych MCD. Nejcastéji se popisuje rozostfeni hranice mezi Sedou a bilou hmotou (az 100 %
pacientl), zesileni kortexu (70 %), kortikdlni a subkortikdlni signdlovd hyperintenzita v
T2/FLAIR (62 %) a abnormdlni morfologie sulkt a gyri (32 %) (Liu et al., 2023). Specificky
MRI nélez, jako je napfi. transmantle sign u FCD 2, neni u MOGHE znam. K lokalizaci 1éze
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ptispiva i FDG-PET, lokalizace hypometabolismu je konkordantni s oblasti maxima iktalni

EEG abnormity v 82 % ptipadi (Bonduelle et al., 2021).

1.5. Epileptochirurgie a sledovani pooperac¢niho vysledku u pacientii s MCD

Zhruba 30 % pacientd s epilepsii ma i ptes vhodné zvolenou protizachvatou 1é¢bu
(ASM, antiseizure medication) nadéle epileptické zachvaty. U fokalnich epilepsii s
pfedpokladanou strukturalni patologii je v takovém pfipadé indikovano vySetfeni v
epileptochirurgickém programu. Bylo prokazdno, Ze chirurgickd 1écba fokalni strukturdlni
epilepsie umoziuje dosahnout stavu bez zachvatl u vyssiho procenta pacientii ve srovnani s
pokracujici farmakologickou terapii (Dwivedi et al.,, 2017). Pocet déti s fokalni
farmakorezistentni epilepsii, které jsou referovany do specializovanych center se za posledni
dvé dekady sice zvysil, i1 pfesto jsou tyto déti Casto odesilany pozd€, az po mnoha neuspesnych
pokusech s ASM (Eriksson et al., 2023). Z vysledkd rozsahlych studii vime, Ze jednim z
nejvyznamnéjSich prediktortt dobrého pooperacniho vysledku je krat$i délka trvani epilepsie,
tedy doba od nastupu zachvati do operace (Lamberink et al., 2020). Zajimavym tudajem ve
studii Eriksona a kol. byl také primérny pocet pouzitych antiepileptik: 50 % pacient
vyzkouselo vice nez 5 antiepileptik a 25 % dokonce vice nez 7. Jiz z tohoto tidaje je jasna urcita
diskrepance mezi doporucenim ILAE a skutecnou situaci. Souc¢asnd doporuceni (Jehi et al.,
2022) uvadéji, ze k vySeteni v epileptochirurgickém programu by mélo dojit, jakmile je
potvrzena tzv. farmakorezistence — stav, kdy se nedafi dlouhodob¢ pIln¢ kompenzovat pacienta
za pouziti dvou vhodné zvolenych antiepileptik v adekvatnich terapeutickych davkach, v
monoterapii nebo kombinované terapii (Kwan et al., 2009).

Pooperacni vysledek se hodnoti podle miry dosazeni kontroly nad zachvaty a dalSich
faktort, které ovliviiuji kvalitu Zivota pacienta. Pro posouzeni vysledkl v oblasti zachvati 1ze
pouzit Engelovu klasifikaci (Engel, 1993) nebo novéjsi klasifikaci dle ILAE (Wieser et al.,
2001), ktera je uvedena v tabulce 2.

Tabulka 2 - klasifikace pooperacniho vysledku, ¢esky ekvivalent ILAE klasifikace (Wieser et
al., 2001)

ILAE Definice

outcome
1 bez zachvati, bez aur
2 pouze aury, bez jinych zachvatl
3 1-3 zachvaty za rok, + aury
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4 4 zachvaty — 50 % redukce frekvence zachvatii v porovnani s vychozim
stavem, + aury

5 méng, nez 50 % redukce — 100 % narast frekvence v porovnani s vychozim
stavem, + aury

6 vice, nez 100 % nartst frekvence v porovnani s vychozim stavem, + aury

Sanci na dosazeni stavu bez zachvati po operaci ovliviiuje fada faktort, jako je
lokalizace 1éze, kompletnost resekce / diskonekce ¢i typ patologie. Tradi¢né dosahuji naptiklad
nadory asociované s epilepsii ¢i hipokampalni skleréza lepSich pooperacnich vysledki v
porovndni s MCD ¢i nelesionalnimi pacienty (Widjaja et al., 2020). Pokud se zamétfime
specificky na FCD, Ize vysledovat rozdily v pooperacnim vysledku napfti¢ jejimi subtypy.
Mnoho studii se shoduje na tom, ze pacienti s FCD 2 dosahuji lepSich vysledkli v porovnani s
FCD 1. Procento pacientil bez zachvati se u FCD 2 v pohybuje v fadu 70-88 %, zatimco u
pacientli s FCD 1 je to 21-65 % (KrSek et al., 2008; Miihlebner et al., 2014; Isler et al., 2017;
Choi et al., 2017; T. Wang et al., 2019). U pacientli s MOGHE je dosazeno uspokojivého
pooperacniho vysledku u 54-70 % pacientti (Liu et al., 2023; Bonduelle et al., 2021).

Recentni retrospektivni studie na velkém poctu détskych pacientli ukazuje, Ze pacienti,
ktetfi jsou po operaci bez zachvati dosahuji také vyssiho neuropsychologického vykonu a v
priabéhu dlouhodobého sledovani se zlepSuji i jednotlivé kognitivni funkce. Jesté lepSich
vysledktl dosahovaly déti, u nichZ byla zcela vysazena ASM. Uspé&sna epileptochirurgie tedy
miZze zastavit, a dokonce 1 zvratit klesajici trend v neuropsychologickém fungovani déti s

farmakorezistentni epilepsii (Eriksson et al., 2024).

1.6.  Genetické pri¢iny MCD

V poslednim desetileti se objevuje stale vice dikazl, ze somaticky mozaicismus hraje
klicovou roli v etiologii malformaci vyvoje mozkové klry. Mozaicismus je definovan jako
vznik genetické varianty v nékteré z bunécnych linii vyvijejiciho se embrya. Varianta tedy neni
pfitomna ve vSech bunkach téla (narozdil od germinalnich), ale obsahuje ji jen urcita skupina
bunék. Tyto varianty oznacujeme jako somatické. V piipadé MCD dochazi zjednoduSené
feceno k tomu, Ze v nékteré z fazi vyvoje mozkové kiry dojde k chyb¢ a vznikne subpopulace
geneticky odlisnych neuront, jejichz dalsi vyvoj ¢i funkce je v diisledku této genetické zmény
narusena. Frekvence variantni alely (VAF, variant allele frequency) odrazi procentualni podil
bunék ve vzorku tkang, které nesou danou genetickou variantu (Baulac et al., 2015). Dosahuje

hodnot od méné nez 1 % az po teoreticky 100 %, pti¢emz VAF 50 % odpovid4 heterozygotnimu
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zastoupeni a budi podezieni z germinalniho plivodu varianty (Baldassari et al., 2019). Nékteré
studie ukazuji korelaci mezi velikosti 1éze a VAF (D’Gama et al., 2017), ale korelace VAF s
tizi fenotypu prokdzana nebyla. Zajimavym zjiSténim také je, Ze 1 ultra-nizkostupnovy
mozaicismus s VAF <0,5 % je dostatecny k vyvolani rozsahl¢ dysfunkce vedouci k
farmakorezistentni fokalni epilepsii u pacientii s FCD 2 (Kim et al., 2024).

Diagnosticka vytéznost molekularné-genetického vysetieni se odviji od pouzité metody,
vysetiované tkané (resp. zdroji DNA) a typu MCD. U bilateralnich malformaci s dobfe znamou
genetickou pric¢inou, jako je tomu napf. u onemocnéni ze spektra lisencefalii, 1ze vySetfenim
germinalni DNA (at’ uz metodou Sangerova sekvenovani vybranych genti nebo pomoci NGS)
nalézt genetickou pfic¢inu az u 90 % ptipadi (Oegema et al., 2020). U FCD s predpokladanym
somatickym mozaicismem je procento objasnénych ptipada nizsi. Hluboké sekvenovani DNA
izolované z dysplastické mozkové tkdn¢ pomoci panelu genti dosahuje u FCD diagnostické
vytéznosti v rozmezi 1240 % (Oegema et al., 2020). Diagnostickd vytéZnost hlubokého
celoexomového sekvenovani DNA z dysplastické tkan€ je vysokd naptiklad u
hemimegalencefalie (75 %), zatimco u FCD 2 se podati objasnit 29 % ptipadt (Lai et al., 2022).
Tyto vysledky pravdépodobné souvisi s vySe uvedenym ultra-nizkostupiovym mozaicismem,
jehoz detekce vyzaduje dostatecnou hloubku pokryti. Piedpoklada se, ze praveé detekce variant
s VAF <0.5 % by mohla objasnit velkou ¢ast dosud neobjasnénych pti¢in MCD (J. H. Kim et
al., 2023). Nasledujici text bude zamétfen na soucasné poznatky genetickych pfi¢in FCD a

MOGHE.

1.6.1. Genetické pric¢iny FCD 1

Tato kapitola by mohla obsahovat prosté konstatovani, ze u FCD 1 neni do soucasné
doby znam zadny kauzalni gen (Coras et al., 2021). Geny signalni kaskady PIK3-AKT-mTOR
zfejmé nehraji roli v patogenezi FCD 1 (Jesus-Ribeiro et al., 2021). Kurian a kol. v roce 2017
publikoval soubor pacienti s fokalni epilepsii a ndlezem germinalni varianty v genu PCDH19.
U dvou pacientit v souboru byla provedena epileptochirurgie a histopatologické vysetieni
prokazalo u jednoho pacienta FCD 1 (bez specifikace subtypu) a u druhého FCD 2 (bez
specifikace subtypu) (Kurian et al., 2017). Dalsi studie popisuje skupinu Sesti pacientii s
epilepsii a radiologickymi znamkami MCD, u nichz byla prokézana germindlni varianta v genu
SCNIA. U dvou pacienti byla provedena resekcni epileptochirurgie a histopatologické
vySetfeni prokdzalo FCD 1A u jednoho z pacientd, zatimco FCD 2A u druhého. Po operaci u
obou pacientti nedale probihaly kazdodenni epileptické zachvaty, pravdépodobné v ramci

SCNIA4 asociovaného fenotypu. Kauzalni tloha germindlni varianty v rozvoji FCD 1A se nezda
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pravdépodobnd i1 s ohledem na relativné vysoky pocet zndmych SCNIA pacientl s jen velmi
vzacnou ptidruzenou MCD. Spise se dd uvazovat o pfitomnosti pfidruzené somatické varianty
v jiném genu, nicméné¢ DNA z mozkové tkané u téchto pacientl nebyla geneticky vySetfena
(Barba et al., 2014). Obdobn¢ diskutabilni je i prikkaz germinalni varianty v genu KCNT/ u
pacientl s no¢nimi hyperkinetickymi zachvaty a histopatologickym priikazem FCD 1A a 1B
(Rubboli et al., 2018).

Nekteré studie upozoriiuji na omezeni interpretace vysledkli molekularné-genetického
vySetfeni u FCD 1 a zdlraziuji problémy spojené s histopatologickym zatfazenim a kvalitou
vzorkl ziskané mozkové tkané (napt. fragmentace). Jako ptiklad lze uvést studie s prikazem
germinalni varianty v genu DEPDCS5 a NPRL2. V téchto piipadech histopatologické vySetieni
naznacovalo FCD 1, zatimco makroskopicky nélez, klinicky obraz a vysledky MRI ukazovaly
spiSe na FCD 2 (Baulac et al., 2015; Weckhuysen et al., 2016). Moznym vysvétlenim je, Ze
mikroskopicky byla vySetfena periferni cast 1éze, kde se nemusi nelézt dysmorfni neurony ¢i
balonové bunky typické pro FCD 2.

Ani na arovni somatického mozaicismu nedoslo v poslednich letech k vyznamnému
posunu v objasnéni pfi¢in FCD 1. Existuje pouze né€kolik malo studii, které se touto
problematikou zabyvaji, avSak jejich vysledky zlstavaji sporné. Conti a kol. ve své publikaci z
roku 2014 identifkovali u pacienta s FCD 1B metodou chromozomalni microarray mozaickou
duplikaci o velikosti 105 Mb v oblasti 1q21.1-q44 zahrnujici gen AK73. Tuto variantu
detekovali pouze v DNA z mozkové tkané. Klinicky obraz pacienta zahrnoval epileptické
zachvaty charakteru asymetrickych spasmt, lehkou pravostrannou hemiparézu a mirnou az
sttedn¢ téZkou mentalni retardaci. MRI nélez odhalil zesileni kiry mozkové s abnormalni
morfologii sulkl a zvySeny signal v TIW sekvencich v oblasti polu levého frontalniho laloku
a centralniho sulku. Pokud se vSak detailn¢ podivame na popis histopatologického nélezu,
odpovida nalez spiSe komplexni malformaci kortikalniho vyvoje s kombinaci FCD 1B a
subkortikalni heterotopie (Conti et al., 2014).

Lai a kol. dale popsali u pacientd s FCD 1 somatické varianty v genech CASK, KRAS,
NF1 a NIPBL, které uzavieli jako patogenni. U dvou dalSich pacientl byly identifikovany
varianty nejasného klinického vyznamu v genech ATP10A4 a CUL 1. Histopatologické vySetfeni
vSak jasné€ uzavird diagndézu FCD 1A pouze u dvou pacientl (ATP10A4, CASK). U ostatnich
byly nalezy popsany jako: FCD blize nespecifikovand (KRAS); glioza (NFI); a mirna
malformace kortikalniho vyvoje (CULI; NIBPL) (Lai et al., 2022).

Prestoze je jednotka MOGHE jiz zafazena do posledni klasifikace ILAE (Najm et al.,

2022) a byla prokazana jeji souvislost se somatickymi variantami v genu SLC3542, mnoho
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studii stale popisuje histopatologické nédlezy u pacientl s variantami v genu SLC3542 jako FCD
1 (Winawer et al., 2018; Baldassari et al., 2019; Lai et al., 2022).

Kwvili nejednotnosti v histopatologickém zatazeni a absenci funkénich modeld, které by
prokézaly roli konkrétniho genu v patogenezi FCD 1, neni pro tuto jednotku v soucasné dobé

znam kauzalni gen.

1.6.2. Genetické pri¢iny FCD 2 a HME

Jiz pied pielomovou publikaci Lim a kol. z roku 2015 se predpokladalo, ze za vznikem
FCD 2 pravdépodobné stoji somatické varianty v genech, které reguluji bunécny rtist a migraci.
Diikaz pro toto tvrzeni piinesla pravé vySe uvedend publikace, v niz provedli hluboké
celoexomové sekvenovani DNA izolované z dysplastické mozkové kliry ¢tyt pacientti s FCD
2. U dvou z nich identifikovali variantu v genu MTOR (c.7280T>C). V dalsim kroku vysettili
za vyuziti hlubokého sekvenovani vSech exoni genu MTOR kohortu 73 pacientli s FCD 2 a
podafilo se jim identifikovat varianty v genu MTOR u dalsich 10 pacientl. Zadna z
identifikovanych variant nebyla prokdzana v DNA z krve. (Lim et al., 2015) V nasledujicich
letech vysla fada publikaci na toto téma a role signalni kaskady PIK3-AKT-mTOR v patogenezi
FCD2/HME se dostala do poptedi védeckého zajmu. Vlivem mutace dochézi k hyperaktivaci
této kaskady, ¢emuz odpovida naptiklad imunohistochemicky prikaz pS6 (Lim et al., 2015).
Hyperaktivace mize byt vysledkem jednordzové mutace v nékterém z aktivatorti kaskady (napf.
MTOR, PIK3CA, AKT3, RHEB) - jde o tzv. gain-of-function efekt (Najm et al., 2022). Stejny
efekt ale mohou mit 1 mutace v genech, které tuto kaskadu ptirozené€ inhibuji. Jde napiiklad o
geny 7SCI ¢i TSC2 (Lim et al., 2017).

I germinalni mutace v genech DEPDC5, NPRL2 a NPRL3 jsou znamou pii¢inou fokalni
epilepsie na podkladé¢ FCD. Tyto geny tvoii tzv. GATORI1 komplex, ktery za normalnich
okolnosti plisobi jako regulator PIK3-AKT-mTOR signalni kaskady. Studie z roku 2018
shrnuje poznatky o fenotypu 183 pacientli s potvrzenou variantou v jednom z genit GATORI1
komplexu, nejcastéji v genu DEPDCS5 (85 % ptipadl). Na zaklad¢ podobnosti v klinickém
obrazu definovali tzv. “GATORI1 asociovany fenotyp” (Baldassari et al., 2018).

Dal$im zajimavym mechanismem je synergicky efekt somatickych mutaci v riznych
genech PIK3-AKT-mTOR signalni kaskady. Pelorosso a kol. identifikovali u pacienta s
hemimegalencefalii, tézkym mentalnim postizenim, farmakorezistentni epilepsii a
hypochromickymi koznimi skvrnami mozaikové somatické varianty ve dvou genech: RPS6 a
MTOR. Na modelovych organismech bylo prokazano, ze tyto mutace ovlivituji vyvoj mozkové

klry riznymi mechanismy — varianty v genu MTOR zpUsobuje zpozdéni migrace neurond a
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jejich zvétSeni, zatimco varianty v genu RPS6 zvySuje rychlost bunééného déleni. V dalsim
experimentu prokazali, Ze koexprese obou vyse uvedenych variant vzajemné zesiluji negativni
vliv na bunééné déleni a migraci, ktery by kazda z nich samostatné zptisobovala. Vysledky této
studie tedy ukazaly, ze zavazné formy kortikdlnich malformaci mohou vznikat synergickym
plsobenim aktiva¢nich mutaci v riznych genech PIK3-AKT-mTOR dréhy. Varianty v genu
RPS6 navic dosud nebyly spojovany s zadnym zndmym lidskym onemocnénim (Pelorosso et
al., 2019).

Navzdory tomu, Ze somaticky mozaicismus je nyni povazovan za hlavni pfi¢inu FCD 2,
zustava piiblizné 40 % pacienti s FCD 2 geneticky neobjasnénych. Pravdépodobna pticina
spociva v technickém provedeni sekvenovani s nedostatecnou hloubkou pokryti pro detekci
ultra-nizkostupiiovych variant (VAF <0.2—-0.5 %). Ditkaz o tom pfinesla studie z roku 2023, v
niz se podatilo objasnit genetickou pfi¢inu na tirovni somatické DNA u 28.6 % FCD 2 pacienti
s dosud negativnim vysledkem genetického vysetieni. Klicem k tispéchu byla izolace bunck se
zvySenou aktivitou mTOR signélni kaskady (zvySeny signal pS6). Z téchto bunck izolovali
DNA k naslednému celogenomovému sekvenovani. Identifikovali somatické varianty v genech
mTOR signalni kaskddy a primérou hodnotou VAF 5.84 %. Celkové se v této kohorté
podaftilo objasnit genetickou pti¢inu u 80 % pacientt (J. H. Kim et al., 2023). Obdobné vysledky
pfinesla i studie Kim a kol. z roku 2024, kde opét izolovali DNA ptimo z bunék s prokdzanou
hyperaktivitou mTOR kaskady a provedli hluboké celoexomové sekvenovani této DNA. U
jednoho pacienta byla identifikovana varianta p.Glul7Lys v genu AK73 a u druhého varianta
p.Ser2215Phe v genu MTOR. Na zédklad¢ téchto vysledkti bylo provedeno ultra-hluboké
celoexomového sekvenovani DNA izolované z mozkové tkané€ s hloubkou pokryti dosahujici
~19 miliond, které potvrdilo pfitomnost téchto variant s alelickou frekvenci 0.25 % (AK73) a

0.5 % (MTOR) (Kim et al., 2024).

1.6.3. Genetické priciny MOGHE

Jednotka MOGHE byla definovéna jiz v roce 2016, kdy se Schurr a kol. ve své studii
zabyvali histopatologicky nelesiondlnimu pacienty. U nékterych vzorkli pozorovali spole¢né
znaky — pfitomnost oligodendroglialnich Olig2 a PDGFR-alfa pozitivnich bun¢k v bilé hmoté
a hlubokych kortikalnich vrstvéach a pfitomnost heterotopickych neuronii v bilé hmot¢. VSichni
pacienti s timto histopatologickym nalezem trpé€li farmakorezistentni epilepsii z frontalniho
laloku (Schurr et al., 2016). O dva roky pozdé&ji byla u nékolika pacientl s fokalni epilepsii
popséana somatickd varianta v genu SLC3542 (Winawer et al., 2018). Spojeni téchto dvou
objevil pfislo s publikaci Bonduelle a kol. z roku 2021. V této studii bylo provedeno hluboké

24



sekvenovani panelu genit DNA izolované z mozkové tkan€ od 20 pacientl s MOGHE. Panel
zahrnoval kromé¢ gend signalni drahy mTOR 1 nedavno objeveny gen SLC3542. U 9/20
pacientt identifikovali somatickou variantu pravé v genu SLC3542, u zbyvajich pacientl
nebyla objasnéna kauzalni varianta. Autofi si také kladli otazku, které z bun€k v 1ézi nesou
patogenni variantu v genu SLC35A42. Pro tyto ucely provedli laserovou mikrodiseketi tfi riiznych
bunéénych typi — gliovych bunék, heterotopnich neuronti lokalizovanych na pomezi bilé a Sedé
hmoty, a morfologicky norméalnich neuronti Sed¢ hmoty. Prokézali vyssi frekvenci variantni
alely (VAF) v Olig2 pozitivnich gliovych buiikach a v heterotopnich neuronech ve srovnani s
morfologicky normalnimi neurony. Identifikované varianty vedly bud’ k pfed¢asnému ukonceni
translace zafazenim stop kodonu (nonsense mutace) nebo k posunu ¢teciho ramce (frameshift
mutace), v konetném dasledku tedy ke ztrat€¢ funkce proteinu v mutovanych buikach
(Bonduelle et al., 2021).

Gen SLC35A42 koduje protein pro transport uridindifosfat—galaktézy z cytosolu do
Golgiho aparatu, kde slouzi jako donor galaktdzy pro syntézu glykanti a hraje tak kli¢ovou roli
v galaktosylaci N-glykanli. Germinalni varianty v genu SLC35A42 jsou znamé jako piicina X-
vazané kongenitalni poruchy glykosylace (Ng et al., 2013). K potvrzeni, Ze somatickd mutace
v genu SLC3542 vede k naruseni N-glykosylace v mozkové tkani provedli Sim a kol. v roce
2018 analyzu pomoci metody Tissue Glyco-Capture (TGC) v kombinaci s nano-kapalinovou
chromatografii / hmotnostni spektrometrii (nanoLC/MS). Touto metodou testovali 2 pacienty
nonsense variantami a 3 kontrolni vzorky. Prokazali, ze vzorky nesouci variantu mély nizsi
miru galaktosylace, a pfinesli tak diikaz o tom, Ze somaticka loss-of-function varianta v genu

SLC3524 vede k aberantni N-glykosylaci v mozkové tkani (Sim et al., 2018).

1.7. Soucasné trendy v molekularné-genetickém vySetirovani pacienta s MCD

Pted zahajenim molekularné-genetického vysetfovani a vybérem nejvhodnéjsi metody
je zasadni detailni popis fenotypu pacienta. V tomto ohledu je v soucasné¢ dobé stale vice
uptfednostinovano vyuziti tzv. HPO termu. Jedna se o standardizovanou terminologii popisujici
fenotypové abnormality - napt. podtyp MCD (HP:0032046 - FCD), typ epileptickych zachvati
(HP:0007359 - fokalni epileptick¢ zachvaty) nebo uroven kognitivnich schopnosti
(HP:0001249 - intelektova nedostatecnost) (Galer et al., 2020).

Pted epileptochirurgii ¢i u pacientii s neoperovatelnymi MCD vySetiujeme germinalni
DNA izolovanou z krve. Na trovni germinalnich mutaci 1ze konven¢ni molekularné-genetické
vySetieni rozdélit na 5 typli - 1) chromozomalni microarray analyzu (zejména u pacientl s

dysmorfnimi rysy ¢i pfi podezieni na epilepticky syndrom), 2) cilené testovani jednoho genu,
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3) cilené testovani panelu gentl, 4) analyza virtudlniho panelu genli z dat z celoexomového
sekvenovani, a 5) oteviena analyza exomu (Rijckmans et al., 2024). Vybér vySetfeni se casto
odviji od konkrétniho typu MCD. Analyza variant v poc¢tu kopii (CNVs, copy number variants)
a cilené testovani jednoho genu zlstavaji metodou volby uz jen v malém specifickém okruhu
MCD. Naptiklad u lisencefalii jsou kauzalni varianty v genech DCX, PAFAHIBI, TUBAIA a
DYNCIH]I nalezeny u 70 % piipadi (Di Donato et al., 2018; Oegema et al., 2020). Cilené
testovani panelu genil je v soucasné dobé¢ stale ¢astéji nahrazovano analyzou virtualniho panelu
genu z dat ziskanych celoexomovym sekvenovanim (WES, whole-exome sequencing). Jde o
“cost-effective” metodu, nebot’ pii negativité virtualniho panelu l1ze rovnou pristoupit k analyze
otevieného exomu a nabizi také moznost reanalyzy dat s odstupem. Pokud analyza virtudlniho
panelu nebo otevieného exomu neobjasni pfi¢inu onemocnéni, 1ze doplnit celoexomové
sekvenovani DNA od rodict pacienta - tzv. trio-WES, jehoz hlavni pfinos spoc¢iva v tom, ze
umoziiuje detekci de novo variant ptimo z exomovych dat, v€etné variant v genech doposud
nespojovanych s lidskym onemocnénim. Tento postup zvySuje diagnostickou vytéznost
molekularné-genetického vySetteni a je to také nastroj k identifikaci novych genti asociovanych
s MCD a epilepsii (Li et al., 2024; Chengyan et al., 2024).

Na trovni somatickych mutaci je nejrozsifenéjsi metodou hluboké sekvenovani panelt
gent asociovanych s MCD. Jde zejména o geny signalni kaskady PIK3-AKT-mTOR a dalsi
(napt. SLC3542, RHEB, BRAF) (Baldassari et al., 2019). Hloubka pokryti se pohybuje okolo
>1000x readt ve snaze zachytit i varianty s nizkou VAF (Lopez-Rivera et al., 2023). Pozadavek
vysoké hloubky pokryti vS§ak vyrazné zvysuje naklady na celoexomového sekvenovani, proto
je v diagnostice stale preferovan panel genli. Na druhou stranu pravé vyuziti hlubokého
celoexomového sekvenovani (deepWES) poskytuje moznost k objeveni novych kauzélnich
genl dosud neasociovanych s MCD (Winawer et. al., 2018; Xu et al., 2022, Lai et al., 2022). S
vyuzitim metod umoziujicich izolaci DNA z bun¢k vykazujicich zndmky hyperaktivace mTOR
signalni kaskady Ize naslednym celoexomovym ¢i celogenomovym sekvenovanim prokazat
somatické varianty s VAF <0.5-0.2 %, které nelze identifikovat ,prostym‘ hlubokym
celoexomovym sekvenovanim DNA z mozkové tkané (J. H. Kim et al., 2023; J. Kim et al.,
2024).

V soucasné dob¢ se do poptedi védeckého zajmu dostavaji i moznosti molekularne-
genetického vysetfovani volné bunééné DNA (cfDNA; cell-free DNA) z mozkomiSniho moku
(CSF) nebo DNA izolované z mozkové tkané ulpivajici na povrchu hlubokych elektrod
extrahovanych po stereoEEG monitoraci (Checri et al., 2023). Volnd bunéénad DNA je tvofena

fragmenty extracelularnich nukleovych kyselin uvolnénych pii bunééné nekrdze / apoptdze a
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DNA, ktera je aktivné uvoliovana z buné¢k. Analyza cfDNA je roz§ifend napiiklad v oblasti
nadorovych onemocnéni, kde slouzi jako biomarker diagnostiky, progndézy a lécby
(Schwarzenbach et al., 2011). Kim a kol. v roce 2021 publikovali studii, v niz provedli analyzu
cfDNA z CSF pomoci ddPCR u 12 pacientl s farmakorezistentni epilepsii na podkladé MCD
¢1 nadoru, u nichZ byla pfedem zndma somatickd mutace. Cilem bylo ov¢éfit, zda Ize tuto
variantu detekovat i v CSF. Somatickou mutaci se podafilo identifikovat u tfi pacientl (S. Kim
et al., 2021).

Dtikaz o moznosti detekovani somatickych mutaci z jednotlivych SEEG elektrod
piineslo n¢kolik publikaci. Checri a kol. publikovali v roce 2023 studii se tfemi pacienty s
farmakorezistentni fokalni epilepsii na podkladé FCD 2A. Pacienti podstoupili
epileptochirurgii a v DNA z dysplastické tkan¢ prokazali variantu v genu AKT u dvou pacientt
a variantu v genu DEPDCS u tretiho pacienta. Vzhledem k pfetrvavajicim zachvatim byli
pacienti indikovani k implantaci hlubokych elektrod s cilem definovat rezidualni epileptogenni
zonu pii ptipadny druhy resekéni vykon. U jednoho pacienta se podafilo v DNA izolované z
elektrod prokazat ptfitomnost varianty v genu AK7T (Checri et al., 2023). Dals$im ptikladem je
identifikace varianty v genu MEN1 u pacienta s periventrikularni nodularni heterotopii (Montier
et al., 2019) ¢i prikaz varianty v genu PIK3CA u pacientky s FCD 2A (Phillips et al., 2021).

Dalsi metodou k objasnéni genetickych pficin vzniku MCD je analyza metyla¢niho
profilu. Studie z roku 2018 popsala, Ze epigeneticky profil u FCD 2 ukazuje na zménu metylace
DNA v promotorovych oblastech gent, které jsou zapojeny do né€kolika riznych signalnich
kaskad. Analyza GO (Gene Ontology) termu a signalnich kaskad odhalila 25 genti zapojenych
do 10 vyznamnych kanonickych signalnich drah. Mezi popsanymi geny se nachédzely geny jiz
diive asociované s epilepsii (NEURODI, NCAM-1, EGFR, PDGFRA, UNC5B, KCNJ10, NF-
kB2, NR4A43), ale také geny dosud s epilepsii nespojované (PPA2B, ECT2, SNPH, BCL6,
DLGI, RPS6KA3, NTRK3, PRKAAI, DNER, NLGNI, TIAM1, KCNHS, EMXI1, NKX6, LHX2,
NR2EI, BRCAI). Z pohledu molekularni funkce lze identifikované geny rozd¢lit do nékolika
klastri — geny s vlastni tyrozinkindzovou aktivitou a geny mTOR signalni kaskady; geny
zapojené do synaptické signalizace; a geny zapojené do neurondlniho vyvoje a mezibunééné
signalizace. Studie dale naznacuje, ze epigeneticky modifikované drahy mohou pfispivat k
mechanismu farmakorezistence (Dixit et al., 2018). Pomoci analyzy metylacnich profili 1ze
také odlisit jednotlivé subtypy MCD (Jabari et al., 2021). Ve srovnani s nadory centralniho
nervového systému, kde se metylacni profily jiz standardné vyuzivaji v diagnostice a klasifikaci
(Capper et al., 2018), u MCD tato metodika prozatim neni natolik robustni, aby byla vyuzita
diagnosticky.
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2. Cile a hypotézy disertacni prace

Cil &. 1 - Detailni popis klinického obrazu, elektrofyziologickych a neurozobrazovacich ryst u
déti s FCD typu I, stanoveni prediktorti pooperac¢niho vysledku.

Hypotéza &. 1 - Zavedeni komplexniho diagnostického ptistupu povede ke zlepseni vysledki
epileptochirurgie u détskych pacientti s FCD 1.

Cil a hypotézu ¢. 1 zkouma studie 1.

Cil ¢ 2 - Objasnéni genetického pozadi malformaci kortikalniho vyvoje u pacientl s fokalni
strukturalni epilepsii.

Hypotéza €. 2 - V patogenezi fokalnich MCD hraji roli germinalni i somatické varianty, nejen
v genech mTOR signalni kaskady.

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

Cil ¢. 3 - Zavedeni hlubokého celoexomového sekvenovani DNA izolované z mozkové u
pacientll s MCD operovanych pro fokalni farmakorezistentni epilepsii.

Hypotéza ¢ 3 - Hluboké celoexomové sekvenovani je metoda schopna identifikovat

genetickou piicinu MCD u pacientti, u nichz dosud nebyla objasnéna.

Cil a hypotézu ¢. 3 zkouma studie 4.

Cil &. 4 - Popis fenotypu pacientli s dg. MOGHE na podkladé somatické patogenni varianty v
genu SLC3542.

Hypotéza €. 4 - Pacienti s histopatologickou dg. MOGHE na podklad¢é somatické patogenni
varianty v genu SLC3542 vykazuji specifické charakteristiky epilepsie a profituji z
epileptochirurgie.

Cil a hypotézu ¢. 4 zkouma studie 5.
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3. Studie ¢. 1 — Komplexni klinicka charakteristika détskych pacienti s FCD

1: retrospektivni studie

Uvadime zde vysledky retrospektivni unicentrické studie, v niz je autorka disertacni
prace zaroven prvni autorkou publikace. Nize uvedeny souhrn se zaméti zejména na klinicky
fenotyp détskych pacientli s FCD 1 vcetné detailniho zhodnoceni elektrofyziologickych a
neurozobrazovacich charakteristik, poopera¢ni vysledky a jeho prediktory. Pro detaily
odkazujeme na samotny clanek uvedeny v piiloze disertacni préace. Diskuse je uvedena

v kapitole ¢. 8.1.

Citace: Splitkova, B., Mackova, K., Koblizek, M., Holubova, Z., Kyncl, M., Bukacova, K.,
Maulisova, A., Straka, B., Kudr, M., Ebel, M., Jahodova, A., Belohlavkova, A., Rivera, G. a.
R., Hermanovsky, M., Liby, P., Tichy, M., Zamecnik, J., Janca, R., & Kr$ek, P. (2024). A new
perspective on drug-resistant epilepsy in children with focal cortical dysplasia type 1: From

challenge to favorable outcome. Epilepsia. https://doi.org/10.1111/epi.18237

3.1. Metodika

Do studie byli zahrnuti détsti pacienti s fokalni farmakorezistentni epilepsii, ktefi
podstoupili v Centru pro epilepsie Motol resekcni / diskonekéni epileptochirurgii v letech 2010
- 2023 s histopatologickym prikazem FCD 1. VSichni pacienti byli vySetfeni v
epileptochirurgickém programu - komplexni vySetieni zahrnovalo neurologické vySetieni a
anamnézu, videoEEG monitoraci (minimalné¢ 24 hodin, alespont 2 zachvaty), MRI mozku v
dedikovaném epileptickém protokolu, neuropsychologické vySetfeni a v piipadé potieby dalsi
specializovand vysetieni (FDG-PET, SISCOM, intrakranialni EEG monitoraci). Pro tcely této
studie jsme systematicky ptfehodnotili elektrofyziologickd data a vysledky neurozobrazeni.
Pooperacni vysledky byly hodnoceny pomoci ILAE klasifikace (viz kapitola 5). Kromé
posouzeni dosazeni stavu bez zachvati (ILAE 1) jsme také hodnotili moznost redukce ¢i
kompletniho vysazeni ASM. Kontrolni neuropsychologické vySetieni probéhlo 1 rok po
operaci. K identifikaci moznych kombinaci prediktori spojenych s pfiznivym (ILAE 1) nebo
nepiiznivym (ILAE 2 - 5) vysledkem po operaci byly pouZzity postupné generalizované linearni
modely (GLMs) s binomickym rozdélenim a logitovou spojovaci funkci. Mediany jednotlivych
hodnot (napt. v€k rozvoje epilepsie) jsou reportovany spolu s mezikvartilovym rozpétim

(IQR).
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3.2.  Vysledky

Do studie bylo zahrnuto 31 pacientt (17 divek, 14 chlapct), histopatologické vySetreni
prokazalo FCD 1A u 27 pacientii (87.1 %) a FCD 1C u 4 pacienti (12.9 %). U 10 pacientl
(32.3 %) byl pii neurologickém vySetfeni popsan abnormalni fokalni ¢i nonfokalni (napf.
hypotonie) neurologicky nélez. Opozdény psychomotoricky vyvoj; (PMV) pied rozvojem
epilepsie byl popsdn u 5 pacientil (16.1 %), nicméné u 25 pacientii (80.6 %) doslo k zastavé ¢i
regresu PMV nebo k naruseni nékteré z kognitivnich domén v prubéhu epilepsie.

Median rozvoje epilepsie byl 4.2 roku (IQR 0.9-8.5 roku), u 15 pacientt (48.4 %) zacala
epilepsie pied tfetim rokem Zivota. Kazdodenni zachvaty byly reportovany u 27 pacienti (77.4
%), zejména $lo o rizné typy fokalnich zachvatl nebo epileptické spasmy. VSichni pacienti
splnili kritéria pro farmakorezistenci, median vyzkousenych ASM pted operaci byl 6 (IQR 4—
8). Téméf polovina pacientd (48.4 %) doséhla v pritbéhu jejich onemocnéni docasného stavu
bez zachvatl (seizure-free perioda; definovana v nasi studii jako minimaln€¢ 3 mésice bez
pozorovanych zéachvatii).

Normalni zdkladni aktivita na EEG byla popsdna u 17 pacient (54.8 %). Naruseni
normalni spankové architektury v disledku epileptiformni aktivity bylo pozorovéno u 16
pacientli (51.6 %). Lokalizované zpomaleni na EEG bylo nej¢astéji multiregionalni (51.6 %),
nasledované regionalnim (22.6 %), hemisférickym (12.9 %) a generalizovanym (9.7 %).
Interiktalni EEG aktivita se predominantné vyskytovala multiregiondln¢ s maximem nad
temporalni ¢i frontotemporalni oblasti. Iktalni EEG vzorce se taktéZ manifestovaly
predominantné¢ multiregiondlné¢ (41.9 %). Fenomén sekundarni bilaterdlni synchronie byl
popsan u 13 pacientl (41.9 %). Pozorovali jsme také nékolik zajimavych trendi - napt. Casnéjsi
rozvoj epilepsie koreloval s pomalou zédkladni aktivitou na EEG (p = 0.13, Kruskal-Wallis;
2.3 roku [0.5-4.7] vs. 6 let [1.1-10.3]).

Ptedoperacni IQ/DQ skore bylo dostupné u 28 pacientli. Medidn jeho hodnoty byl 76
(IQR 64-87). I v souvislosti s hodnotou 1Q/DQ skore jsme pozorovali zajimavé trendy. Nizsi
hodnota piedoperacniho 1Q/DQ korelovala s casnéjSim vékem rozvoje epilepsie (r=0.4,
p=0.03, Spearman correlation). Pacienti s normalni spankovou architekturou méli vyssi
hodnoty IQ/DQ v porovnani s témi s narusenou spankovou architekturou (p =0.04, Kruskal—
Wallis; 84 [75-97] vs. 68 [50—85]). Podobné¢ také pacienti s normalni zakladni aktivitou méli
vys$i IQ/DQ v porovnani s pacienty s pomalou zékladni aktivitou p = 0.02, Kruskal-Wallis; 85
[75-91] vs. 64 [50-78]).
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Viditelnou MRI abnormalitu mélo 23 pacientt (74.2 %), zatimco u 8 pacientd (25.8 %)
nemélo zadné radiologické znamky malformace kortikdlniho vyvoje. Zajimavym zjisténim
bylo, ze inicidlni MRI (provedena a hodnocena mimo nase pracoviste) byla reportovana jako
normalni (tedy bez znamek MCD) u 24 pacientti (77.4 %), nicméné u 17 z téchto pacientti (70.8
%) doslo k pfehodnoceni ndlezu po provedeni MRI v dedikovaném epileptickém protokolu. Z
radiologickych znakli byl nejcastéji pozorovan zvySeny signal v T2W a FLAIR sekvencich
(95.7 %), hypoplazie bilé hmoty (87.0 %) a rozostteni mezi Sedou a bilou hmotou (82.6 %).
Méné Castymi znaky bylo ztluSténi kortexu a abnormalni gyrifikace. Rozsah MRI zmén byl
lobarni ¢i multilobarni. SISCOM (Subtraction ictal and interictal SPECT co-registered to MRI)
byl proveden u 18 pacientt (58.1 %), FDG-PET byl proveden u vSech pacientd. Ve skupiné
MRI-negativnich pacientd (N=8) pomohla kombinace FDG-PET a SISCOM lokalizovat
epileptogenni zénu u 6 pacienti (75.0 %).

Median véku pii1 operaci byl 9.3 roku (IQR 4.3-14.2 roku) a median délky trvéani
epilepsie byl 3.4 roku (IQR 2.6-4.5 roku). Intrakranialni EEG monitoraci podstoupilo 16
pacient (51.6 %) a tato podskupina obsahovala také vSechny MRI-negativni pacienty.
Resekeni epileptochirurgicky vykon podstoupilo 28 pacientt (90.3 %), hemisferalni diskonekce
byla provedena u 3 pacientli (9.7 %). Jeden pacient podstoupil opakovanou reoperaci a u 2
pacientt byl po neuspésné resekéni epileptochirurgii implantovan stimulator vagového nervu
(VNS, vagus nerve stimulator).

Z nasi kohorty bylo pfi posledni kontrole po operaci 22 pacientll (71.0 %) bez
epileptickych zachvati (ILAE 1), u zbylych pacientl pretrvavaji zachvaty v rizné mife 1 po
operaci — ILAE 3 u dvou pacientl (6.5 %), ILAE 4 u ¢tyf pacientd (12.9 %) a ILAE 5 u tii
pacientt (9.7 %). Dtlezité je také zminit, Zze v podskupiné MRI-negativnich pacientii dosahlo
7 z nich (87.5 %) stavu bez zachvatl po operaci. Median doby sledovani po operaci v nasi
kohorté je 5 let (IQR 3.3-9). Casteéna redukce ASM byla mozna u 21 pacientil (67.7 %) a jeji
kompletni vysazeni u 6 pacienti (19.4 %). Neuropsychologické vySetieni 1 rok po operaci bylo
dostupné u 24 pacientii. Median 1Q/DQ skore byl 71 (IQR 60-94). Nebyla pozorovana korelace
1Q/DQ s vysledky epileptochirurgie.

Na zéklad¢ vysledkG analyzy prediktord uspéSnosti epileptochirurgie byly
identifikovany nasledujici deskriptory — vék zacatku epilepsie, délka trvani epilepsie,
intrakranidlni EEG, rozsah MRI 1éze a nalez na FDG-PET. Model ukazuje, ze ¢asné¢jsi vek
rozvoje epilepsie je asociovan s vyssi pravdépodobnosti ptiznivého poopera¢niho vysledku a
vyuziti intrakranidlni EEG monitorace zvySuje tuto pravdépodobnost u pacientli s pozdé&j$im

vékem rozvoje epilepsie. Data také ukazuji, ze kratsi trvani epilepsie, mén¢ rozsahla 1éze na
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MRI a viditelny hypometabolismus na FDG-PET zvySuje pravdépodobnost na dosaZeni stavu

bez zachvatli po operaci.
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4. Studie ¢. 2 — ,,GATOROopatie“ v epileptochirurgickych souborech

Predkladame studii souboru détskych pacientd, kteti podstoupili epileptochirurgii a byla
u nich prokézana germindlni varianta v jednom z genit GATOR1 komplexu. Autorka disertacni
prace je soucasti kolektivu autorti této publikace a podilela se na sbéru klinickych dat a
genetickém vySetfovani. Pro detaily odkazujeme na samotny clanek uvedeny v piiloze

disertacni prace. Diskuse je uvedena v kapitole ¢. 8.2.

Citace: Benova, B., Sanders, M. W., Uhrova-Meszarosova, A., Belohlavkova, A.,
Hermanovska, B., Novak, V., Stanek, D., Vickova, M., Zamecnik, J., Aronica, E., Braun, K.
P.,Koeleman, B. P., Jansen, F. E., & Krsek, P. (2021). GATOR 1 -related focal cortical dysplasia
in epilepsy surgery patients and their families: A possible gradient in severity? European

Journal of Paediatric Neurology, 30, 88-96. https://doi.org/10.1016/j.ejpn.2020.12.001

4.1. Metodika

Do studie byli zafazeni pacienti z Centra pro epilepsie Motol a Univerzitniho 1é¢katského
centra (UMC) v Utrechtu, Nizozemsko, kteti splnili nasledujici kritéria: 1) dostupny pooperacni
vysledek, 2) pozitivni rodinnd anamnéza na vyskyt epilepsie, 3) potvrzena germinalni varianta
v nékterém z geni GATORI1 komplexu (DEPDCS5, NPRL2, NPRL3), 4) histopatologicky
prikaz FCD.

Probandi podstoupili v ramci epileptochirurgického programu standardni vySetfeni —
MRI mozku (1,5 - 3T, dedikovany epilepticky protokol), videoEEG, neuropsychologické
vySetfeni a v indikovanych ptipadech také funkéni neurozobrazeni (SISCOM, FDG-PET) a
magnetoencefalografii (MEG). VSichni pacienti byli indikovani k resekéni epileptochirurgii.
Mozkova tkan byla histopatologicky vysetfena dle doporuceni ILAE.

Pacienti a jejich rodiny (rodiCe, sourozenci) byli vySetieni klinickym genetikem. Pro
vySetfeni germinalni DNA byl vyuzit systém SureSelectXT (Agilent, Santa Clara, CA, USA)
pro cilené sekvenovani panelu genii (TGP) asociovanych s malformacemi kortikalniho vyvoje
(MCD) ¢i fokalni epilepsii. Seznam gentl zahrnutych do panelu je uveden v tabulce 3 (jedna se
o prvni a pozd¢jsi aktualizovanou verzi). Sekvenacni data byla dale zpracovéana standardnimi
bioinformatickymi nastroji. Filtrem prosly varianty s frekvenci v populaci <1 %. Varianty byly
klasifikovany dle ACMG kritérii. Identifikované varianty byly validovany pomoci Sangerova
sekvenovani spolu se segregacni analyzou. DalSi ¢asti prace bylo porovnéani klinického

fenotypu a genetickych vysledkl pacientli zahrnutych v nasi studii s dfive reportovanymi
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pacienty s GATORI1-asociovanou FCD, ktefi podstoupili epileptochirurgii a maji pozitivni

rodinnou anamnézou epilepsie.

Tabulka 3 - Seznam gent zahrnutych do TGP pfi vySetfovani germinalni DNA; posledni fadek

obsahuje seznam genti TGP pro vySetieni somatické DNA v UMC

Panel 1, Centrum PIK3CA, AKT3, PTEN, MTOR, DEPDCS, TSC2, TSCI, PIK3R2,
pro epilepsie Motol | AKT1, CNTNAP2, DCX, PAFAHIBI, FLNA, TUBAIA, TUBB2B,
TUBB3, TUBGI, GPR56, ARFGEF2, RELN, DYNCIHI, EMLI,
KIF5C, KIF24, WDR62, ARX, YWHAE, SRPX2, TBR2, PAXG6,
KIFIB, VLDLR, COL4A41, KIAA1279, RAB3GAPI, RAB3GAP2,
NHEJI, RTTN, LAMC3, COLI8A1, LRP2, EZH2, NDEI, TUBB,
TUBAS, FGFR3, ACTB, ACTGI1, CHD7, NPRL2, NPRL3, TUBB24,
ERMARD, CCND2, PI4KA, OCLN, LAMBI, KATNBI, IER3IPI,
CDK5, GLI3, EMX2, MEF2C

Panel 2, Centrum DPYSL2, KCNTI, SCN1A4, NEDD4L, FOXGI, PCDHI19, STRADA,
pro epilepsie Motol | STXBPI, GRINI, GRIN2B, FOXP2, SHH, SIX3, FIG4, RABIS,
B3GALNT2, B3GNTI, COL4A42, CRADD, DAGI, DCHSI, DDX3X,
FAT4, FKRP, FKTN, GMPPB, ISPD, LARGE, POMGNTI,
POMGNT2, POMK, POMTI, POMT2, PRUNE, TBC1D20, TMEMS,
TMTC3, WDRS81, NSDHL, TBCID7, SCN3A4, PIK3CA, AKT3, PTEN,
MTOR, DEPDCS, TSC2, TSC1, PIK3R2, AKT1, CNTNAP2, DCX,
PAFAHIBI, FLNA, TUBAIA, TUBB2B, TUBB3, TUBGI, GPR56,
ARFGEF2, RELN, DYNCIHI, EMLI, KIF5C, KIF24, WDR62, ARX,
YWHAE, SRPX2, TBR2, PAX6, KIFIB, VLDLR, COL4Al,
KIAAI279, RAB3GAPI, RAB3GAP2, NHEJI, RTTN, LAMCS,
COL1841, LRP2, EZH2, NDEI, TUBB, TUBAS, FGFR3, ACTB,
ACTGI, CHD7, NPRL2, NPRL3, TUBB24, ERMARD, CCND2,
PI4KA, OCLN, LAMBI, KATNBI, IER3IPI, CDK5, GLI3, EMX2,

MEF2C
Panel genil asoc. s CHRNA2, CHRNA4, CHRNB2, CNKSR2, DCX, DEPDCS5, FLNA,
fokalni epilepsii, GRIN2A, KCNT1, LGII, MTOR, NPRL2, NPRL3, POLG, PRIMAI,
UMC Utrecht, RELN, SLCI1245, SYNI, ZDHHC9

germinalni panel

4.2.  Vysledky

Do studie byly zatfazeny 4 neptibuzné dvou- a tfigeneracni rodiny s probandy, ktefi
spliovali kritéria pro zafazeni do studie. Nize budou uvedeny klinické udaje o jednotlivych
rodinach.

Rodina €. 1: Proband bez pre- ¢i perinatalnich rizik. Rozvoj epilepsie ve véku 11 mésici,
zachvaty kazdodenni fokalni tonické a hypermotorické. EEG a MRI nalez ukazuje na pravou

frontalni oblast. Pfed rozvojem epilepsie normalni psychomotoricky vyvoj, poté regres.
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Epileptochirurgie ve 3 letech véku, histopatologicka diagnéza FCD 2A. Po 7 mésicich od
operace relaps zachvatli. Reoperace ve 4,5 letech véku, zachvaty nadale pokracovaly.
Pacientovi byl implantovan stimulator vagového nervu. Nadale no¢ni zachvaty. Otec probanda
trpél od 12 let fokalni epilepsii, na MRI bez znamek FCD, plné¢ kompenzovan na ASM.
Molekularné-genetické vySetieni prokdzalo u probanda i otce germinalni patogenni variantu v
genu NPRL2:NM_006545.4:¢.100C > T(p.Arg34*) v heterozygotnim stavu.

Rodina €. 2: Proband bez pre- ¢i perinatalnich rizik, gestacni diabetes u matky. Rozvoj
fokalnich zachvati ve véku 2 tydni, od 2 mésicti véku patrné infantilni spasmy. EEG ukazuje
multifokéalni vyboje a obraz odpovidajici hypsarytmii, zacatek zachvati dle EEG v pravé
parietalni a okcipitalni oblasti. Na MRI jsou znamky FCD vpravo temporo-okcipitalné.
Motoricky vyvoj opozdény. Epileptochirurgie ve 12 mésicich véku, histopatologicka diagnoza
FCD 2A; po 3 mésicich od operace relaps zachvati. Reoperace (resekovani $ir§i TPO oblasti)
ve 3 letech véku vedla k pIné kompenzaci zachvatli. Otec probanda trpél od 19 let fokalni
epilepsii. Molekularné-genetické vySetieni prokazalo u probanda i otce germinalni patogenni
variantu v genu DEPDC5: NM 0012428996.1:¢.2294del(p.Gly765Alafs*29) v
heterozygotnim stavu.

Rodina €. 3: Proband bez pre- ¢i perinatalnich rizik, matka na terapii fenytoinem béhem
téhotenstvi. Rozvoj epilepsie ve véku 3 dni po narozenim levostranné tonické a klonické fokalni
zachvaty. EEG ukazuje vzorec “burst-suppression” a kontinualni vyboje vpravo fronto-
temporaln€. Na MRI jsou zndmky rozsahlé¢ FCD vpravo fronto-centralné. Od po¢atku opozdény
psychomotoricky vyvoj. Epileptochirurgie ve 2,5 letech veku, histopatologickd diagnoza
komplexni malformace kortikalniho vyvoje kombinujici znaky FCD 2B, polymikrogyrie a
pachygyrie; po 1,5 roce od operace relaps zachvati. Rodice si neprali druhy operacni vykon.
Pacient zemiel ve v€ku 17 let na septicky Sok pii zdpalu plic. Matka probanda trpé€la epilepsii
od 10 let véku, zachvaty tonicko-klonické. Molekuldrné-genetické vySetieni prokazalo u
probanda i matky variantu v genu DEPDC5:NM_001242896.1:¢.2843T > C(p.Leu948Pro) v
heterozygotnim stavu.

Rodina €. 4: Proband bez pre- ¢i perinatalnich rizik. Rozvoj epilepsie v novorozeneckém
obdobi, zachvaty charakteru rytmickych myoklonii levostrannych koncetin. EEG ukazuje
zacatek zachvati v pravé centralni oblasti, na MRI znadmky FCD frontaln¢ vlevo. Od pocatku
opozdény psychomotoricky vyvoj, v objektivnim neurologickém nélezu mirna levostranna
hemiparéza. Epileptochirurgie v 11 mésicich véku, histopatologickd diagnéza FCD 2A. Pii

pokusu o redukci ASM relaps zachvatl, ddle na dvojkombinaci 1€k bez pozorovanych
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zachvatli. Molekuldrné-genetické vySetieni prokazalo u probanda i matky variantu v genu
NPRL3: NM_001243248.1):¢c.[898 900del] v heterozygotnim stavu.

V literatufe je zndmo dalSich 6 studii, které reportuji celkem 16 pacienti s GATOR1-
asociovanou FCD, ktefi spliiuji vstupni kritéria nasi studie. Ve 13/16 ptipadii podstoupili rodice
probandi genetické testovani. Varianty byly zdédény od asymptomatickych rodi¢ u 8/13, u
zbylych 5/13 od symptomatického rodice. Doséhnout stavu bez zachvatti se po operaci podafilo

u 8/16 pacientti; FCD 2A byla prokazana u 10/16.
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5. Studie €. 3 — Genetické vySetifovani pacientii s MCD

Ptedkladame souhrnnou studii, v niz prezentujeme genetické nalezy pacientt s epilepsii
na podkladé malformace kortikdlniho vyvoje (MCD). Autorka disertani prace je soucasti
kolektivu autorii této publikace a podilela se na sbéru klinickych dat a genetickém vysSetrovani.
Pro detaily odkazujeme na samotny c¢lanek uvedeny v ptiloze diserta¢ni prace. Diskuse je

uvedena v kapitole ¢. 8.3.

Citace: Straka, B., Hermanovska, B., Krskova, L., Zamecnik, J., Vickova, M., Balascakova,
M., Tesner, P., Jezdik, P., Tichy, M., Kyncl, M., Musilova, A., Lassuthova, P., Marusic, P., &
Krsek, P. (2022). Genetic testing for malformations of cortical development. Neurology

Genetics, 8(5). https://doi.org/10.1212/nxg.0000000000200032

5.1. Metodika

Do této prospektivni studie byli zafazeni pacienti s diagnézou MCD (stanovenou na
zakladé MRI nebo histopatologického hodnoceni) v obdobi let 2017 az 2021. VSichni pacienti
podstoupili MRI a EEG vysSetfeni. Zvolena metodika genetického vySetfovani odrazela ptistup
pouzivany v dob¢ vysetfeni konkrétniho pacienta — od cileného sekvenovani genovych panelil
az po celoexomové sekvenovani (WES) s analyzou virtudlniho panelu ¢i tzv. "oteviené¢ho

U vSech pacienti byla provedena MRI (1,5 nebo 3T) v dedikovaném epileptickém
protokolu. Histopatologické zhodnoceni mozkové tkané od pacientli, ktefi podstoupili
epileptochirurgii, bylo provedeno dle doporuceni ILAE.

V Casovém obdobi 2017-2019 byla germinalni DNA u 50 pacientil analyzovana pomoci
hlubokého sekvenovani panelu genti (TGP). Béhem tohoto obdobi se postupné rozsifoval pocet
genl zahrnutych v panelu — prvni verze obsahovala 63 gent, druhd 104 gent a posledni 113
genl. V letech 2019-2021 doslo k atlumu vyuziti metody TGP, a zbyvajici pacienti (N = 73)
byli vySetieni pomoci celoexomového sekvenovani (WES). Data ziskana touto metodou byla
analyzovana prostiednictvim tzv. virtudlniho panelu genil asociovanych s MCD. U pacientti, u
nichZ nebyla nalezena kauzalni varianta v genech virtudlniho panelu, bylo vySetfeni rozsifeno
na analyzu tzv. "otevien¢ho exomu". Celoexomové sekvenovani bylo provedeno komeréni
firmou Macrogen za pouziti kitu SureSelect V6-Post Library Kit (Agilent, Santa Clara, CA) s
hrubym pokrytim x200 na sekvenéni platform¢ Illumina (NovaSeq a HiSeq, Illumina). Raw
data byla zpracovana pomoci interniho protokolu obsahujiciho standardni bioinformatické

nastroje: SureCall (Agilent) a GATK (BroadlInstitute, gatk.broadinstitute.org/hc/en-us) pro
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zarovnani (alignment); software Alamut Visual (Sophia Genetics, Saint-Sulpice, Switzerland)
pro vizualizaci dat; a pripadné dalsi softwary jako Qiagen Digital Insights (Qiagen, Hilden,
Germany) nebo Exomiser (Sanger Institute, Hinxton, UK). Fenotyp pacientii byl popsan
pomoci HPO termil. Varianty byly filtrovany a prioritizovany podle udaji z Online Mendelian
Inheritance in Man (OMIM), gnomAD (Broadlnstitute) a HGMD Professional (Qiagen).
Suspektni kauzalni varianty byly validovany pomoci Sangerova sekvenovani, pfiCemz
segregacni analyza byla vyuzita k potvrzeni pfitomnosti nebo absence mutované alely u rodica
¢i sourozenctl. Nalezené a validované varianty byly interpretovany podle kritérii ACMG.

Vysetfeni somatické DNA se stalo soucasti genetického vysetiovani od roku 2019 ve
spolupraci s Ustavem patologie a molekularni mediciny 2. LF UK a FN Motol. Pro tento uéel
byl vyuzivan syst¢tm MiSeq (Illumina). Mozkova tkan ziskanad béhem epileptochirurgického
zakroku byla nejprve podrobena histopatologickému vysetieni a klasifikovana podle
doporuceni ILAE. Z této tkdné byla nasledné izolovana DNA, zatimco zbyvajici mozkova tkan
byla uchovéavana v blocich pfi -80 °C. DNA byla analyzovana pomoci hlubokého sekvenovani
panelu genii (TGP) systémem SureSelectXT HS. Panel obsahoval 43 gent asociovanych s
MCD. Priimérna hloubka pokryti ¢inila pfiblizné x1500—x2000. Pro bioinformatickou analyzu
byl pouzit software SureCall (Agilent, Santa Clara), upraveny pro detekci somatickych variant.
Dalsi kroky analyzy odpovidaly metodice popsané vySe. Suspektni varianty s frekvenci
variantni alely (VAF) nad 10 % byly validovany pomoci Sangerova sekvenovani.

Pro popisnou statistiku byl pouzit software SPSS Statistics (IBM, NY), pro analytické
vypocty MatLab 2017b s toolboxem pro statistiku. Zavislou proménnou byla pozitivni
genetickd detekce pfi germindlnim testovani, nezavislymi proménnymi byly fenotypoveé
faktory, jako v€k nastupu epilepsie, rodinnd anamnéza, perinatalni rizika, vyvojové opozdéni,
mentdlni postizeni, typ epilepsie, farmakorezistence, MRI diagnéza a histopatologicka
diagn6za. Univariantni analyza identifikovala statisticky vyznamné asociace, které¢ byly
nasledn¢ zahrnuty do mutivariantni analyzy pomoci vicenasobné regrese s krokovym
algoritmem (s korekci na vicecetné testovani). Beta koeficienty s p-hodnotami <0,05 byly
povazovany za vyznamné. Fisheriiv exaktni test byl pouzit k analyze rozdili mezi tiemi

metodami germinalniho testovani (TGP, WES-VP, WES).

5.2. Vysledky

Studie prezentuje vysledky 123 pacienti s diagnézou MCD, ktefi byli geneticky
vySetieni; 69 pacientil bylo indikovano k epileptochirurgii (epileptochirurgicka podskupina).

MRI odhalila nasledujici patologie: FCD (N=50), MRI-negativni (N=20), polymikrogyrie
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(N=5), lissencefalie (N=10), hemimegalencefalie (N=4), periventrikuldrni nodularni
heterotopie (N=6), komplexni MCD (N=28).

Kauzélni germindlni variantu se podatilo objasnit u 21 % pacientl (26/123). U jednoho
pacienta byla diagnostikovdna chromozomalni aberace dupl5ql1.2q13.1. Mimo variant v
genech spojovanych jiz dfive spojovanych s MCD (napt. COL4A41, PAFAHIBI) se u n€kolika
pacientl se podarilo identifikovat patogenni varianty v genech, které dosud nebyly asociovany
s MCD. Jde naptiklad o germinalni varianty v genech GDII, SETDIB a TET3 u pacientil s
periventrikularni nodulérni heterotopii (PVNH) a germindlni variantu v genu /RF2BPL u
pacienta s mikrocefalii a simplifikaci gyrifikace.

V epileptochirurgické podskupiné (69/123) bylo provedeno sekvenovani somatické
DNA u 40 % ptipadii (28/69), piicemz kauzalni somatické varianty byly identifikovany v 18 %
ptipadi (5/28). Slo o varianty v genu MTOR, SLC3542 a PIK3CA. U 9 % pacientli z této
skupiny (6/69) byla identifikovana germinalni patogenni nebo pravdépodobné patogenni
varianta v genech GATORI1 komplexu (DEPDCS5 a NPRL3) nebo v genu PTEN. Pro ptehled
vSech nalezenych germinalnich a somatickych variant odkazujeme na tabulku uvedenou v
pfiloZzeném clanku.

Univariantni analyza ukézala, Ze pozitivni vysledky germinalniho genetického testovani
byly spojeny s vyvojovym opozdénim pifed prvnim rokem Zivota, mentdlnim postizenim,
diagnozou epilepsie, MRI a histopatologickou diagnézou (p <0.05). Multivariantni testovani
pomoci generalizovaného linedrniho regresniho modelu v8ak ukézalo, ze jedinou proménnou,
ktera byla vyznamné spojena s pozitivnimi vysledky germindlniho genetického testovani, byla
histopatologicka diagnéza FCD 2A (p <0.01). Genetickd diagnéza byla stanovena u 26 %
pacientt (13/50) vysetfenych metodou TGP, ve srovnani s 10 % pacientl (7/72) podstupujicich
WES na bazi virtudlniho panelu a 21 % pacientti (6/28) s analyzou “otevieného WES*. Nena$li
jsme zadny statisticky vyznamny rozdil mezi diagnostickou vytéznosti jednotlivych metod (p

=0,38).
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6. Studie ¢. 4 — Zavedeni metody hlubokého celoexomového sekvenovani DNA
izolované z mozkové tkané ziskané pri epileptochirurgii: pilotni data

Tato ¢ast je vénovana zavedeni metodiky hlubokého celoexomového sekvenovani DNA
izolované z mozkové tkan¢ a souhrnu pilotnich dat. Vysledky této prace byly prezentovany v
ramci Védecké konference 2. LF UK a FN Motol a také na Evropském kongresu détské
neurologie (EPNS Congress 2023, Praha), zatim vSak nejsou publikovany v odborném
periodiku. Abstrakta jsou uvedena v pfiloze disertacni prace. Diskuse je uvedena v kapitole €.
8.4.

Malformace kortikalniho vyvoje predstavuji castou piic¢inu fokalni farmakorezistentni
epilepsie v détské 1 dospélé populaci. Vyznacuji se naruSenim kortikalni architektury a
bunéénymi abnormalitami, které vznikaji v pribéhu embryogeneze v disledku somatickych
variant v genech, které tyto procesy reguluji. Detekce somatickych variant v mozkové tkani
predstavuje jistou vyzvu zejména kviili nizké frekvenci variantni alely v mozkové tkani, ¢asto
pod 5 % (Chung et al., 2023), v ptipad¢ ultra-nizkostupniového mozaicismu i pod 0.5 % (Kim
et al., 2024).

V naSem centru bylo zavedeno molekularné-genetické vysetrovani DNA z mozkové
tkan¢ ziskané pti epileptochirurgii v roce 2019. Pro tyto ucely byla vyuzita metoda cileného
sekvenovani panelu gent (TGP) s primérnou hloubkou pokryti x1500 — x2000 readt. Vysoka
hloubka pokryti je zvolena z divodu snahy o zachyceni variant s nizkou frekvenci variantni
alely. V priibé¢hu let doslo k postupné tipraveé panelu genti s ohledem na prohlubujici se znalosti
genetickych piicin MCD. Tabulka 4 ptindsi seznam gent paneli uzivanych v pritb¢hu let 2019
az 2025.

Piestoze se metoda TGP ve spolupraci s Ustavem patologie a molekularni mediciny
2.LF UK a FN Motol stala soucasti vySetiovaciho protokolu u pacientl s epilepsii na podkladé
MCD, kteti podstoupili epileptochirurgii, stale je procento objasnénych ptipadi relativné nizké.
Tento fakt doklada i studie prezentovana v ptedchozi kapitole. Logicky se nabizi uvaha, Ze
metodou TGP lze identifikovat pouze varianty v genech zahrnutych v panelu, nikoliv vSak
varianty v genech dosud nespojovanych s MCD. Vzhledem ke snaze odhalit nové pti¢iny MCD
a prohloubit tak znalosti o této jednotce jsme rozhodli zavést metodu hlubokého
celoexomového sekvenovani DNA izolované z mozkové tkané ziskané pfi epileptochirurgii.
Tento projekt byl podpofen Grantovou agenturou Univerzity Karlovy, GAUK ¢&. 94121. Cast
analyz byla realizovdna v ramci zahranicni stdze autorky disertacni prace u prof. Stéphanie

Baulac v Institut du Cerveau (ICM) v Pafizi.
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Tabulka 4 - Seznam genu pro cilené sekvenovani panelu geni (TGP) z DNA izolované

z mozkové tkan¢ odebrané pti epileptochirurgii

Panel 1 AKTI, AKT3, BRAF, CCND2, CDKN2A4, CEPI152, CNINI, DCX,
n=43 DEPDCS5, DSCAM, DYNCIHI, FAT3, FGFRI, FLNA GSK3A4, HRAS,
rok 2019 IDHI, IDH2, KRAS, LIS1, LPP, MAPKI, MTOR, NPRL2, NPRL3, NRAS,

PIK3CA, PIK3R1, PIK3R2, PRKCE, PRKCZ, PTEN, RELN, RHEB, RPS6,
RYR3, SLC3542, TBC1D7, TRAPPCY, TSCI, TSC2, TUBAIA, VLDLR

Panel 2 update | AKTI, AKT3, BRAF, CCND2, CDKN24, CEPI52, CNTNI, DCX,
n=2386 DEPDCS, DSCAM, DYNCI1H]I, FAT3, FGFRI, FLNA, GSK3A4, HRAS,
rok 2022 IDH]I, IDH2, KRAS, LIS1, LPP, MAPKI, MTOR, NPRL2, NPRL3, NRAS,
PIK3CA, PIK3R1, PIK3R2, PRKCE, PRKCZ, PTEN, RELN, RHEB, RPS6,
RYR3, SLC3542, TBC1D7, TRAPPCY, TSCI1, TSC2, TUBAIA, VLDLR

Panel 3 update | AKTI, AKTISI, AKT2, AKT3, BRAF, CAB39, CAB39L, CCND?2,

n=289 CDKN24, CEP152, CNTNI, CNTNAP2, DDIT4, DEPDCS5, DEPTOR,
rok 2025, DSCAM, EIF4B, EIF4E, EIF4E1B, EIF4E2, EIF4EBPI, FAT3, FGFRI,
pouzivany do GNAQ, GSK3A4, HIFI1A, HRAS, IDHI, IDH?2, IGFI1, IKBKB, INS, IRSI,
soucasnosti KRAS, LAMTOR4, LPP, MAPKI, MAPK3, MIOS, MLSTS, MTOR, NFI,

NF2, NPRL2, NPRL3, NRAS, PCDHI19, PDPKI, PIK3CA, PIK3CB,
PIK3CD, PIK3CG, PIK3RI, PIK3R2, PIK3R3, PIK3R5, PRKAAI,
PRKAA2, PRKCA, PRKCB, PRKCE, PRKCG, PRKCZ PTEN,
RABGAPIL, RHEB, RICTOR, RPS6, RPS6KA6, RPTOR, RRAGA,
RRAGB, SCN14, SECI13, SEHIL, SLC3542, STRADA, STXBPI, SZT2,
TBCID7, TRAPPCY, TSCI, TSC2, ULKI, ULK2, ULK3, VEGFA,
WDR24, WDR59

6.1. Metodika

Do studie byli inicidln€ zahrnuti détsti 1 dospéli pacienti s fokalni kortikalni dyspléazii
typu 1 (FCD 1), u nichz dosud nebylo provedeno molekularné-genetické vysSetieni somatické
DNA metodou TGP, nebo bylo toto vySetfeni negativni. Od roku 2024 vyuzivame ke
stratifikaci pacient s MCD a vybéru vhodné metody vySetfeni nize uvedené schéma (obr. 2).
Do vysetteni zahrnujeme nové kromé pacientii s FCD1 1 jedince s komplexnimi malformacemi
kortikalniho vyvoje a pacienty s FCD 2, u nichZ nebyla objasnéna genetické pfi¢ina. Vzhledem
k tomu, Ze cilem studie bylo nalézt varianty pfitomné pouze v postizené mozkové tkani, a to i
v piipadé potencidlné nizké VAF, rozhodli jsme se pro metodu tzv. parového sekvenovani.
Podstatou parového sekvenovani je provedeni WES z DNA jak z mozkové tkané, tak z krve,

nasledné bioinformatické srovnani a vyfiltrovani variant pfitomnych pouze v mozkové tkani.
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Pacient s fokilni farmakorezistentni epilepsii (FDRE)

Resekini / diskonekéni epileptochirurgie

Histopatologickeé vySetieni tkiné
I

\] v
FCD1 / komplexni MCD / histologicky negativni FCD2, hemimegalencefalie (HME)
Parove selovenovani Cilene sekvenovani panelu geni (TGP)
- DNA z lave (x 500)
- DNA 7z mozkove tkané (x 1500) {
T Objasnéni kauzalni varianty
NE
v ANO
Objasnéni kanzalni varianty
ANO
NE
Genetické poradenstvi
k
Reanalyza T

Obrazek 2 - Schéma vySetfovaciho postupu molekularné-genetického vySetfeni pacienti, ktefi

podstoupili epileptochirurgii v Centru pro epilepsie Motol

Mozkova tkan ziskana béhem epileptochirurgického zakroku byla nejprve podrobena
histopatologickému vySetieni a klasifikovana podle doporuceni ILAE (Najm et al., 2022). Ze
zmrazenych vzorkl byla izolovana DNA s vyuzitim téchto kiti: QIAamp DNA Mini a Micro
Kit, Qiagen AllPrep DNA/ RNA Micro Kit. Zbyvajici mozkova tkan byla uchovana v -80 °C.
Kvantifikace izolované¢ DNA byla métena na piistroji Qubit™ (Thermo Fisher) s pozadovanym
mnoZstvim 50 - 100 ng. Izolace DNA z krve probihala v laboratoti Ustavu biologie a lékatské
genetiky 2. LF UK a FN Motol.

K ptipravé knihovny pro WES byl v laboratotfi ICM byla vyuZita sekvena¢ni platforma
NextSeq 500 (Illumina); od roku 2022 odesilame vzorky k sekvenovani do komercni firmy
Macrogen Europe B.V. vyuzivajici systém NovaSeq X (Illumina). Druhy kit pro ptipravu
sekvenacni knihovny a hloubka pokryti se v pribchu let ménily. Parametry sekvenovani

(sekvenéni platforma, kit pro ptipravu knihovny, hloubka pokryti) ukazuje tabulka 5.
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Tabulka 5 - Parametry hlubokého celoexomového sekvenovani somatické DNA a parového

vzorku germinalni DNA

Rok Sekvenaéni Kit pro pripravu Hrubé pokryti | Hrubé pokryti
platforma knihovny - somaticka - germinalni
DNA DNA
2021 NextSeq 500 | Twist Comprehensive | x1000 x200
(Illumina) Exome Kit (Twist
Bioscience)
2022 NovaSeq X SureSelectV8-Post x1000 x200
(ITlumina) Library Kit (Agilent)
2023 - NovaSeq X Twist Exome 2.0 x1500 x500
soucasnost | (Illumina) (Twist Bioscience)

Bioinformatické zpracovani dat z celoexomového sekvenovani bylo provedeno v
Neurogenetické laboratofi (NGL) Kliniky détské neurologie 2.LLF UK a FN Motol. Sekvenaéni
data z ICM byla analyzovana dle jejich protokolu; nasledné byla v odstupu 2 let provedena
reanalyza na naSem pracovisti.

Sekvenacni data prosla kontrolou kvality (QC control) s naslednym namapovanim
na referencni genom GRCh38 (alignment). Somatické bodové varianty (SNV, single
nucleotide variants) a kratké inzerce/delece byly nasledné detekovany (variant calling)
nastrojem MuTect2 (GATK v4) a anotovany nastrojem Annovar. K vizualizaci dat byl vyuzit
software Alamut Visual (Sophia Genetics, Saint-Sulpice, Switzerland). Detekované varianty
byly prioritizovany nésledujicimi 3 zakladnimi kritérii: 1) varianta byla ptitomna alesponi ve 4
readech a byla zastoupena v obou smérech; 2) frekvence variantni alely (VAF) byla v rozmezi
0.5 —50 %; a 3) frekvence alely v populacni databazi gnomAD byla nizsi nez 0.0025. Varianty,
které zlistaly po inicialni filtraci vySe zminénymi kritérii, byly dale hodnoceny na zaklad¢
nasledujicich znakd:

a. efekt varianty (napf. sestfih, missense, nonsense) a lokalizace v rdmci proteinu

b. in silico predikce (napt. CADD skore, SIFT, Mutation-Taster atd.)

c. zda je varianta lokalizovdna v genu se zndmym fenotypem spojenym s
neurologickym onemocnénim (nezndmy fenotyp vSak neznamenal vyfazeni
varianty)

d. uroven exprese dan¢ho genu v CNS (databaze GTEx, FANTOMS, HPA; volné
dostupné)

e. role genu v signalnich kaskadach a interakce s jinymi proteiny
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K validaci suspektnich kauzalnich variant byla v rdmci zahranicni staze v ICM vyuzita
metoda ultra hlubokého amplikonového sekvenovani (primérna hloubka pokryti >9000x). Pro
kazdou variantu byly navrZeny specifické primery (nastroje Primer3Plus, UCSC In-Silico PCR,
BLAST). PCR amplikony (220-270 bp) byly piipraveny dle standardniho laboratorniho
protokolu a sekvenovany na platform¢ MiSeq (Illumina). Bioinformatické zpracovani
sekvenacnich z hlubokého amplikonového sekvenovani dat bylo provedeno dle interniho

protokolu ICM (Baldassari et. al, 2019).

6.2. Vysledky

Do soucasné doby byly metodou hlubokého celoexomového sekvenovani DNA izolované
z mozkové tkan¢ vySetieno 52 pacienti (7 dospélych, 45 déti). Posledni skupina pacienta
(N=19) byla odeslana k sekvenovani na konci roku 2024, v dob¢ finalizace disertacni prace
tedy jest¢ neni provedena kompletni bioinformaticka analyza. Inicidlné¢ bylo vySetieni
realizovéano u pacientt s histopatologickou diagn6zou FCD 1. Posledni skupina vySettenych jiz
obsahuje pacienty a komplexnimi malformacemi kortikdlniho vyvoje a také pacienty s FCD
2A/2B s negativnim ndlezem metodou TGP. V tabulce 6 jsou uvedeny histopatologické

diagnozy s pocty dosud vySetienych pacientt.

Tabulka 6 - Pichled histopatologickych nalezl vysetfenych pacientli

Histopatologicky nalez dle ILAE | Pocet pacientii
FCD 1A 22
FCD IC 3
FCD 2A 2
FCD 2B 10
komplexni MCD 8
histologicky negativni 5

6.2.1. Identifikované somatické varianty

Do soucasné doby byly u dvou pacientt s FCD 1 identifikovany a validovany somatické
varianty v genech BRAF a RARS!. U jedné pacientky, jejiz histopatologicky nélez byl inicidlné

hodnocen také jako FCD 1 byla objasnéna somaticka varianta v genu SLC3542 s naslednym
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pfehodnocenim diagnézy na MOGHE. BliZ§i specifikace validovanych variant je uvedena v

tabulce 7.

Tabulka 7 - Specifikace identifikovanych somatickych variant

RARS1 BRAF SLC3542
Transkript NM _002887.4 NM 004333.6 NM 005660.3
gNomen 2.168517950G>T | g.140753340 140753342dup | g.48905065C>T
cNomen c.1761G>T c.1794 1796dup c.844G>A
pNomen p-Lys587Asn p-Thr599dup p.Gly282Arg
Typ varianty substituce duplikace substituce
Efekt varianty missense in-frame inserce missense
Proteinova Arginine-tRNA Protein kinase domain; Nucleotide-sugar
doména ligase; DALR Serinethreonine/tyrosine- transporter
anticodon binding; protein kinase, catalytic
AminoacyltRNA domain; Protein kinaselike
synthetase, class Ia, domain superfamily
anticodon-binding
VAF 4 % 6 % 8 %
CADD skoére 23.5 - 26.3
Exprese genu ano ano ano
v mozku
Databaze neuvedena neuvedena CM225253
HGMD
ClinVar neuvedena ID: 162793; patogenni — ID 871205;
gangliogliom (somatickd) patogenni —
kongenitalni
poruchy
glykosylace typ
[Im (germinalni)
gnomAD v. 0.000 0.000 0.000
4.1.0
(frekvence
alely)
ACMG PM2 PM2, PM4, PP3 PM2, PP3, PP5
kritéria
Publikace - Miller et. al 2018 Duan et al. 2022
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6.2.2. Fenotyp pacientii

Pacient se somatickou variantou v genu RARSI mél rizika v perinatdlni anamnéze (skore
Apgarové 4-8-8), psychomotoricky vyvoj pred rozvojem epilepsie odpovidal v€ku. Rozvoj
epilepsie nastal v 15 mésicich veéku. se zachvaty charakteru zarazu v ¢innosti a sto¢eni bulbti
vzhuru. Po nasazeni protizachvatové terapie byl az do svych 11 let zcela bez zachvatl. Poté
doslo k recidivé zachvatli v podobé fokalnich zachvatl se zdrazem v Cinnosti, areaktivitou a
oroalimentarnimi automatismy a fokalnich zachvatli s pfechodem do bilateralniho tonicko-
klonického (FBTCS) s mésicni frekvenci. Onemocnéni bylo farmakorezistetni, celkovy pocet
vyzkouSenych protizachvatovych 1€kt byl 8. V prib¢hu epilepsie se rozvinul mirny kognitivni
deficit, pfedoperacni 1Q skére bylo 97. Na EEG bylo popsano intermitentni regionalni
zpomaleni a regionalni interiktalni a iktalni epileptiformni grafoelementy temporalné vlevo.
MRI vySetfeni neprokazalo strukturdlni zmény. FDG-PET s nalezem lehkého
hypometabolismu v insule a v temporalnim laloku oboustranng€. Pacient podstoupil invazivni
EEG monitoraci s naslednou resekci epileptogenni tkdné temporalné vlevo. Histopatologické
vySetfeni mozkové tkané prokazalo FCD 1A. Po operaci m¢l pacient obCasné zachvaty, vzdy
pii pokusu o redukci terapie, nyni je trvale bez zachvatii na dvojkombinaci ASM.

Pacientka se somatickou v genu BRAF neméla rizika v pre- ¢i perinatalni anamnéze,
psychomotoricky vyvoj pied rozvojem epilepsie v normé. Kazdodenni zachvaty charakteru
epileptickych spasma zacaly v 6 mésicich véku. Epilepsie byla farmakorezistentni, celkovy
pocet vyzkousSenych protizachvatovych 1€ka byl 6. V pribéhu onemocnéni doslo k regresu v
psychomotorickym vyvoji. EEG bylo hrubé abnormalni s pomalou zakladni aktivitou,
kontinualnim multiregiondlnim zpomalenim a naruSenou spankovou architekturou s asymetrii
spankovych vieten. Interiktalni epileptiformni grafoelementy se vyskytovaly multiregionalné
nad fronto-centro-temporo-parietalni oblasti levé hemisféry. V prib¢hu epileptického zachvatu
se objevovaly generalizované iktalni vzorce s ptevahou nad levou hemisférou. MRI vySetteni
ukézalo zmény charakteru FCD se zvySenym signalem v T2W a FLAIR sekvencich temporalné
vlevo, ¢emuz odpovidal 1 ndlez na FDG-PET. Ve 2 letech véku podstoupila lobarni resekci
temporaln¢ vlevo s intraoperacni elektrokortikografii. Histopatologické vySetfeni mozkové
tkan¢ prokazalo FCD 1A. Po operaci je pacientka trvale bez zachvatli s redukovanou medikaci.

Pacientka se somatickou variantou v genu SLC3542 s negativni pre- ¢i perinatalni
anamnézou rozvinula v 5 letech véku epilepsii s fokalnimi tonickymi zachvaty bez poruchy
védomi, s nckterymi rysy zéachvati automotorickych a hyperkinetickych. Inicialni

psychomotoricky vyvoj byl normalni, v pribéhu epilepsie doslo k regresu kognitivnich funkei
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az do stadia stfedn¢ tézké mentalni retardace. EEG zdznam byl hrubé abnormalni s téméf
kontinualnim nepravidelnym zpomalenim frontopolarné¢ vpravo. Ve stejné lokalité¢ se
objevovaly 1 ostré viny a hroty s tendenci ke generalizaci v podobé SW komplext s
amplitudovou pievahou taktéz frontalné vpravo. Spankova organizace byla hrubé narusena.
Iktdlni EEG nalez ukézal difuzni oplosténi s pfechodem do pomalé aktivity pievazujici
frontalné. Na MRI byly popsdny znamky FCD vpravo frontdln¢ mezialné rostralné s
korelujicim nalezem SPECT vysetfeni. Pacientka podstoupila invazivni EEG monitoraci s
naslednou resekci epileptogenni tkdné zahrnujici vétSinu pravého frontalniho laloku, vcetné
orbitofrontalni, fronto-operkularni a predni inzularni ktiry. Histopatologické vysetieni mozkové
tkané bylo inicialné uzavieno jako FCD 1A, na zaklad¢ vysledki molekularné-genetického
vySetieni vSak doslo k reklasifikaci na MOGHE. Po operaci je pacientka trvale bez zachvati,

dominuji ale psychiatrické projevy s obCasnymi rapty agresivity.
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7. Studie ¢. 5 — Popis fenotypu pacientii s dg. MOGHE na podkladé somatické
patogenni varianty v genu SLC3542

Predkladame multicentrickou retrospektivni studii pacientii s epilepsii na podkladé
MOGHE s prokazanou somatickou variantou v genu SLC3542. Do studie byli zatazeni tfi
pacienti z naSeho centra. U téchto pacientli byla pivodné na zdklad¢ histopatologického
hodnoceni stanovena diagnéza FCDI1. Vysledky molekularné-genetického vySetfeni vSak
prokézaly kauzalni variantu v genu SLC3542, coz vedlo k reklasifikaci diagnézy z FCDI1 na
MOGHE. Autorka diserta¢ni prace je spoluautorkou této publikace a podilela se na sbéru
klinickych dat i genetickém vySetfovani pacientil z naseho centra. Pro podrobnosti odkazujeme

na clanek uvedeny v ptiloze disertacni prace. Diskuse je uvedena v kapitole €. 8.5.

Citace: Barba, C., Blumcke, 1., Winawer, M. R., Hartlieb, T., Kang, H., Grisotto, L., Chipaux,
M., Bien, C. G., HeFmanovska, B., Porter, B. E., Lidov, H. G., Cetica, V., Woermann, F. G.,
Lopez-Rivera, J. A., Canoll, P. D., Mader, 1., D’Incerti, L., Baldassari, S., Yang, E., . . .
Guerrini, R. (2022). Clinical features, neuropathology, and surgical outcome in patients with
refractory epilepsy and brain somatic variants in the SLC35A2 gene. Neurology, 100(5).
https://doi.org/10.1212/wnl.0000000000201471

7.1. Metodika

Do studie byla zapojena epileptologicka centra z Evropy (5 center), Spojenych statt (3
centra) a Jizni Korey (1 centrum), které poskytly klinické a genetické udaje pacientl se
somatickou variantou v genu SLC3542. Byla stanovena kritéria pro vyfazeni ze studie: 1)
prikaz germindlni varianty v genu SLC3542; a 2) detekce jiné somatické varianty, kterd by
poskytovala alternativni vysvétleni pro klinické obtize pacienta.

Pro popis fenotypu pacientii byly vybrany nasledujici charakteristiky: pohlavi, vek
zacatku epilepsie, vék operace, uroven psychomotorického vyvoje, vysledek neurologického
vySetfeni, vysledek kognitivniho vySetfeni, typ zachvatu, typ epilepsie, zhodnoceni
predoperacniho EEG, vysledek iEEG (pokud provedeno), zhodnoceni EEG nalezu po operaci,
vysledky neurozobrazeni, typ operace, kompletnost resekce na zadkladé MRI, histopatologicky
nalez, pooperacni vysledky a doba sledovani, vysledky kognitivnich testi po operaci,
redukce/vysazeni protizachvatové medikace, vysledek genetického vySetieni.

Ze ziskanych dat byla provedena deskriptivni statisticka analyza zaméiend na vztah
mezi pfedopera¢nimi klinickymi faktory (kognitivni uroven, typ epilepsie, vék pii nastupu

zachvatl, neurozobrazovaci a EEG nalezy) a genetickymi proménnymi (frekvence variantni
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alely — VAF, typ varianty). Déle jsme analyzovali vliv jednotlivych proménnych na vysledky
epileptochirurgie (dosazeni stavu bez zachvatii, kognitivni vysledky). Statisticky vyznamné
faktory majici vliv na pooperacni vysledky byly zahrnuty do generalizovanych linearnich
modelt s hladinou vyznamnosti 5 %. Kvantitativni proménné jsou vyjadieny jako prameér +
smérodatna odchylka nebo median.

Pacienti zatazeni z naSeho centra podstoupili molekularné-genetické vysetfeni DNA z
mozkové tkan€ pomoci metody cileného sekvenovani panelu genti asociovanych s MCD, ktery

obsahoval 43 genti véetné SLC3542. Popis metodiky je uveden v kapitole 5.1.

7.2.  Vysledky

Do studie bylo zahrnuto 47 pacientl s primérnym vékem zacatku epilepsie 3 roky (rozmezi
3 meésice - 24 let). Priméry vk, ve kterém podstoupili epileptochirurgii byl 9.4 let (rozmezi
2-59 let). Rysy epileptické encefalopatie (EE) s odpovidajicim nalezem na EEG mélo 83.0 %
pacientll, nejCastéjSim typem zéachvatl byly epileptické spasmy. U 12 pacientt (25.5 %) byla
provedena invazivni EEG monitorace. Nebyl pozorovan zadny specificky interiktalni ¢i iktalni
EEG vzorec. Viditelnd abnormita na MRI byla patrnd u 43 pacientl (91.5 %). Lokalizace
abnormit byla u 31 pacientd (72.0 %) frontdlné, u 17 pacienti (39.5 %) byla distribuce
multilobalni. Pfedoperacni IQ/DQ skore ukazalo normalni skore u 6 pacientii (12.8 %), hrani¢ni
intelekt u 4 (8.5 %), lehkou mentalni retardaci u 14 (31.8 %), stfedn¢ tézkou u 9 (20.4 %) a
tézkou u 11 pacientd (25.0 %). NejcastéjSim typem epileptochirurgického vykonu byla
lobektomie (33 pacientli; 70.2 %), hemisferotomie (4; 8.5 %) a lesiektomie (3; 7.1 %). Osm
pacientti (17.0 %) podstoupilo vice opera¢nich vykont.

Histopatologické vySetfeni mozkové tkané bylo inicialné uzavieno jako FCD 1, mMCD
nebo nelesiondlni u 29 ze 47 pacienti. Po revizi histopatologického nélezu (i se znalosti
vysledkl genetického vySetieni) se nalez reklasifikoval na MOGHE u vSech pacientt.

V dobé posledni kontroly bylo 30 pacientti (63.8 %) bez zachvati (Engel 1), primérna
doba sledovani po operaci bylo 35.5 £ 21.5 mésicii. Protizachvatova medikace (ASM) byla
vysazena u 8 pacientl (17.0 %). Neuropsychologické vySetfeni po operaci bylo dostupné u 33
pacienti (70.2 %). Urovei kognitivnich dovednosti ziistala nezménéna u 25 pacientii (75.8 %),
zhorSena u 5 (15.1 %) a zlepSena u 3 pacientti (9.0 %). Poopera¢ni EEG bylo abnormalni, ale
zlepSené u 31 pacientti (68.9 %), nezménéné u 10 (22.2 %) a normalni u 4 (8.9 %).

Molekularné-genetické vySetieni prokéazalo v kohorté 42 riznych somatickych variant
v genu SLC3542. Varianty p.(Leul20Hisfs*7), p.(GIn129%), p.(Ser212Leufs*9),
p.(Ser302Phe), a p.(Ser312Phe) byly prokazany u vice, nez jednoho pacienta. Dle efektu se

49



jednalo o tyto typy variant: missense (14 pac.; 33.3 %), frameshift (10; 23.8 %), nonsense (4;
9.5 %) a in-frame delece/duplikace (1; 2.4 %). Celkem 9 variant dosud nebylo publikovano.
Frekvence variantni alely (VAF) se pohybovala v rozmezi od 1.4 do 52.6 %. VSechny
identifikované varianty byly klasifikovany dle ACMG kritérii jako patogenni ¢i pravdépodobné
patogenni. Median VAF u pacientl s dobrym pooperacnim vysledkem (Engel 1) byl 14.5 %
(IQR 6-26.5 %) v porovnani s pacienty s Engel 4 s medianem VAF 30.5 % (IQR 18.5-41.8
%).

Nebyla pozorovana asociace mezi klinickymi (napf. kognitivni Groven, typ epilepsie
atd.) a genetickymi proménnymi (VAF, typ varianty). Pacienti s Engel 1 m¢li kratsi dobu trvani
epilepsie a mladsi vék operace v porovnani s pacienty ve tfidé¢ Engel 2—4. Pacienti s normalnim
¢i zlepSenym nalezem na postoperacnim EEG pfi posledni kontrole méli vyssi tendenci
dosdhnout stavu bez zachvati a vysazeni ASM. U pacientd se zlepSenymi vysledky
pooperacniho neuropsychologického vysSetfeni byla pozorovana hodnota VAF nizsi, nez

R4

stavu bez zachvatl po operaci.
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8. Souhrnna diskuse

8.1.  Studie ¢. 1 - Komplexni klinicka charakteristika détskych pacientii s FCD 1:

retrospektivni studie

V odborné literatuie se u pacientii s FCD 1 casto setkdvame s pojmy “difficult to
diagnose” or “difficult to treat”, zejména diky obtizné radiologické diagnostice. Nase studie
prezentuje dosud nejveétsi soubor détskych pacienti zamétfeny Cisté na FCD 1 a zamétuje se na
komplexni charakteristiku klinického obrazu téchto pacienti vcetné analyzy prediktorii
pooperacniho vysledku.

Nase data ukazuji, ze fenotypové spektrum détskych pacienti s FCD 1 je mnohem Sirsi,
nez klasicky fenotyp popsany v diivéjSich studiich (Coras et al., 2021; KrSek et al., 2009).
Heterogenitu ukazuji i pacienti s FCD 1A, nebot jejich fenotyp se jen ¢aste¢né piekryva s
klinickou prezentaci pacientl ze studie Holthausen a kol. z roku 2021. V této studii definovali
podskupinu pacientii s FCD 1A, ktefi se prezentuji té¢Zkou farmakorezistentni se zacatkem v
Casném ve&ku, tézkou mentalni retardaci a charakteristickym elektrofyziologickym a
radiologickym obrazem. Oznacili tuto skupinu pacienti jako MUHSEC (multilobar unilateral
hypoplasia with severe epilepsy in children) (Holthausen et al., 2021). V nasem souboru vSak
m¢éla vétSina déti s FCD 1A odlisny, souhrnem méné dramaticky, klinicky obraz.

Median trvani epilepsie u pacienti v nasi studii byl niz§i, nez je udavano u pacientt s
MUHSEC (Holthausen et al., 2021). Pozorovali jsme také tendenci ke zkracovani doby trvani
epilepsie u pacienttl, ktefi podstoupili operaci v pozdéjsich letech. Tyto vysledky ukazuji, ze
dochazi ke zvySovani povédomi o moznosti odesilat podobné pacienty k vySetfeni do
specializovanych epileptochirurgickych center. Casné odeslani pacientd k vySetieni do centra
znamenad 1 diivejsi epileptochirurgii, pokud je indikovana. NaSe studie, stejné jako mnoho
predeslych, potvrzuje, ze doba trvani epilepsie je jeden z prognostickych faktortt dobrého
pooperacniho vysledku. Z naSich vysledkti také vyplyva negativni vliv epilepsie na
psychomotoricky vyvoj a kognici. Nizni hodnota pfedopera¢niho 1Q/DQ byla pozorovéana u
pacientl s vét§im objemem resekce, naruSenou spankovou architekturou a abnormaln€ pomalou
zakladni aktivitou. Tyto vysledky naznacuji, ze strukturdlni abnormita samotnd spolu s
extenzivni epileptiformni aktivitou pfispivaji k naruSeni fyziologické spankoveé
mikroarchitektury a zakladni aktivity, ¢imzZ ovliviiuji kognitivni vyvoj.

Interiktalni a iktalni EEG ukazovaly na multiregionédlni epileptiformni aktivitu s
predominanci nad temporalni, frontdlni a parietalni oblasti s vyznamnou tendenci ke

generalizaci. Tyto vysledky opét zcela nekoresponduji se skupinou MUHSEC pacientt
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(Holthausen et al., 2021). U Zadného z naSich pacientli nebyla posteriorni predominance.
Extenzivni epileptiformni aktivita pfevazovala nejen u pacienti s multilobarni MRI
abnormalitou, ale také u téch s lobarni abnormitou a u MRI-negativnich pacientl. Toto
pozorovani naznacuje pomérné limitovanou vytéznost samotného skalpového EEG v lokalizaci
epileptogenni zoény a podporuje nezbytnost vyuziti dalSich specializovanych vySetfeni.
Narozdil od FCD 2 s charakteristickym EEG nalezem rytmickych epileptiformnich vyboji
(Kuruvilla & Flink, 2002), v nasi skupiné nebyl identifikovan zddny patognomicky EEG znak.

S vyuzitim dedikovanych epileptickych MRI protokolti jsme dokézali v nasi kohorté
identitkovat strukturdlni 1ézi u 74.2 % pacientli, coz vyrazné pievysSuje vytéznost MRI z
predeslych studii (Choi & Kim, 2019). Dedikovany protokol v kombinaci se zkuSenosti
hodnoticiho radiologa je pro epileptochirurgickou rozvahu zcela esencialni, jak doklada i fakt,
ze radiologické znamky FCD byly prokazany u 70.8 % pacienti, kteti byli do naSeho centra
referovani jako MRI-negativni. Pouze u 8 pacienti nebyly ani s vyuzitim dedikovaného MRI
protokolu popsany znamky MCD. Diilezitost multimodalniho ptistupu podtrhuje pravé skupina
téchto MRI-negativnich pacientl. S pouZitim FDG-PET a SISCOM jsme byli schopni ozifejmit
epileptogenni zénu u 6 z 8 pacienttl.

Po epileptochirurgii dosdhlo 71 % pacient v naSi skupin€ stavu bez zachvati s
medidnem doby sledovani po operaci 5 let. Tyto vysledky vysoce pfevySuji predeslé studie
zahrnujici pacienty s FCD 1 (Choi et al., 2017; Krsek et al., 2009; Holthausen et al., 2021).
Zejména MRI-negativni pacienti jednoznacné profitovali z multimodélniho ptistupu (FDG-
PET, SISCOM aiEEG). Z vysledkt analyzy prediktorii pooperac¢niho vysledku lze fici, Ze Sanci
na piiznivy pooperacni vysledek (ILAE 1) zvySuje ¢asnéjsi vek rozvoje epilepsie, kratsi trvani

epilepsie, mén¢ extenzivni nalez na MRI, jasn¢ viditelny hypometabolismus a iEEG.

8.2.  Studie ¢. 2 - ,,GATORopatie* v epileptochirurgickych souborech

Studie popisuje Ctyti rodiny pacienti s GATOR1-asociovanou FCD a fokélni epilepsii.
Tii z identifikovanych variant v genech GATOR1 komplexu nebyly diive popsany. Studie
zdirazituje dvé pozoruhodné skutecnosti: fenotypovy gradient se zvySujici se zavaznosti v
jednotlivych generacich pozorovany u vSech rodin a relativné Spatné vysledky epileptochirurgie
u téchto pacienti.

Vsichni pacienti podstoupili epileptochirurgii. Zadny z pacientii nedosahl po operaci
dlouhodobého stavu bez zachvatli. Moznym vysvétlenim je nekompletni resekce, geneticka
etiologie ¢i kombinace obou zminénych. Pooperacnimi vysledky u pacienti s GATORI-

epilepsii se zabyva napft. studie z roku 2019, kde reportovali dosazeni stavu bez zachvatii u 6 z
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10 pacientll v prvnim roce od operace. Byly identifikovany dv€ dosud nepopsané varianty v
genu DEPDC) a jedna varianta v genu NPRL3; varianta v genu NPRL? jiz byla reportovana
(Baldassari et al., 2019).

Studie poukazuje na gradient tize fenotypu s t€zSim priitbéhem u probandl v porovnani
s jejich rodi¢i. Zadny z rodi¢i nesoucich variantu v . GATORI1 komplexu nepodstoupil
epileptochirurgii a MRI (pokud je dostupnd) neukézala znamky FCD. Rodice také nevykazovali
znamky kognitivniho postizeni a 3 z nich jsou trvale bez zachvatii na medikaci. Podobny
fenotypovy gradient je popisovan i v jinych studiich. Mozné mechanismy vysvétlujici tuto
fenotypovou variabilitu jsou: nekompletni penetrance, pfitomnost druhé varianty (second-hit)

v dysplastické tkani, nizkostupniovy mozaicismus u rodict.

8.3.  Studie ¢. 3 - Genetické vySetfovani pacienti s MCD

Tato studie prezentuje klinické a genetické ndlezy u kohorty pacienti s MCD.
Dostupnymi metodami jsme byli schopni objasnit kauzalni germinalni variantu u 21 % pacientl
a somatickou u 18 % pacientl, u nichz bylo mozné ziskat DNA z mozkové tkané. Kromé
novych variant v genech asociovanych s MCD pfina$i tato prace 1 objev kauzalnich variant v
genech, které dosud nebyly asociovany s MCD. U pacientli s PVNH jsme nalezli patogenni
varianty hned ve 3 “non-MCD” genech — TET3, GDI1 a SETD1B. Gen TET3 s vysokou expresi
v neuronech kéduje jeden z enzymil rodiny translokdz zahajujici proces metylace DNA;
inhibice jeho funkce v mySim modelu naruSuje funkci synapsi (Beck et al., 2020). Gen GDI1
hraje roli v biogenezi a recyklaci synaptickych vezikul (Bianchi et al., 2009). Gen SETDIB
koéduje enzym hrajici roli v metylaci histont a podili se tak na regulaci genové exprese (Roston
et al., 2020). Pro definitivni uréeni kauzalni role téchto genti v patogenezi PVNH je vSak nutna
funk¢ni studie. Pomérné pocCetné zastoupeni v nasi kohorté predstavuji pacienti s germinalni
variantou v nékterém z genli GATOR1 komplexu. Ackoliv se jednd o MCD vzniklou na
podklad¢é germindlni varianty, pokladame tyto pacienty za kandidaty epileptochirurgie, kteti
mohou z operacniho feseni profitovat.

Znalost genetické pfi¢iny mlze oteviit dvefe pro cilenou terapii. Nektefi pacienti s
farmakorezistentni epilepsii na podkladé MCD nejsou vhodnymi kandidaty epileptochirurgie,
naptiklad kvuli velkému rozsahu epileptogenni zony nebo jeji lokalizaci v tésné blizkosti
elokventni ktiry. Tito pacienti by mohli se znalosti genetického pozadi v budoucnu profitovat z
cilené farmakologické 1écby. Ptikladem jsou pacienti s tuberdzni sklerdzou (TSC), u nichz

1écba everolimem vedla ke snizeni frekvence zachvatt (French et al., 2016).
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Nase studie také podtrhuje dilezitost uzivani jednotného “jazyka” pro popis fenotypt
pomoci HPO termini, zejména u pacienti s komplexnim fenotypem. Diagnosticka vytéznost
vySetfeni germindlni DNA koresponduje s vysledky mezinarodniho konsorcia Neuro-MIG,
které udava vytéznost 15-37 % (Oegema et. al, 2020). Procento pacientti s objasnénou piic¢inou
onemocnéni na Urovni somatické DNA je v nasi skupin€ nizsi, nez reportuje napt. Sim a kol.
ve své publikaci z roku 2019. V ramci této studie bylo vySetfeno 232 pacientl a kauzalni
somatickd varianta byla nalezena u 31.9 % z nich (Sim et al., 2019). Jednim z vysvétleni mtize
byt i fakt, Ze jejich kohorta obsahovala i pacienty s benignimi nadory asociovanymi s epilepsii,
u kterych je vytéznost molekularné-genetického vysetfeni tradi¢né vyssi (Xie et al., 2023).
Pomérné nizké procento objasnénych genetickych pficin na somatické tirovni jisté souvisi i s
faktem, ze tento typ vySetfeni byl na naSem pracovisti zaveden az v roce 2019. V poslednich
letech pocet pacientil vySetfenych touto metodou roste. Vyzvy piinasi i technicka stranka — od
spravného odbéru a fixace tkané az po izolaci DNA.

Neprokdzali jsme statisticky signifikantni rozdil v diagnostické vytéznosti jednotlivych
metod, pfestoze by bylo logické ocekdvat, Ze komplexnéjsi metoda, jako je WES, bude mit
vys$si senzitivitu nez TGP. NaSe vysledky vSak naznacuji, ze metoda TGP doséhla vyssi
diagnostické vytéznosti (26 %) ve srovnani s WES (21 % pfi analyze otevien¢ho exomu; 10 %
pfi analyze virtudlniho panelu). Tento rozdil lze vysvétlit moznym vybérovym zkreslenim,
jelikoz pacienti testovani metodou TGP byli cilené¢ vybirdni jako jedinci s vysokou

pravdépodobnosti genetické etiologie.

8.4. Studie ¢. 4 - Zavedeni metody hlubokého celoexomového sekvenovani DNA
izolované z mozkové tkané ziskané pri epileptochirurgii: pilotni data
Od roku 2021 do konce roku 2024 bylo metodou hlubokého celoexomového sekvenovani
(deepWES) DNA ziskané z resekované dysplastické mozkové tkané vySetfeno 52 pacienti,
kteti podstoupili resek¢ni ¢i diskonenekeni epileptochirurgii v Centru pro epilepsie Motol. Do
soucasné doby jsou vyhodnocena exomova data u 33 pacientl (63.5 %). Z histopatologickych
diagndz byla nejcastéji vySetiena FCD 1A (23/52; 44.2 %), spektrum se vSak zacina postupné
roz§ifovat.
U tii pacientd (z 33 dosud vyhodnocenych; 9.1 %) byly identifikovany a validovany
somatické varianty v genech RARSI, BRAF a SLC35A42. Jedna se o pacienty vysetiené v prvnim
roce projektu, pfi¢emz validace identifikovanych variant probéhla ve spolupraci se zahrani¢nim

pracovisttm ICM. I u dalSich pacienti byly rovnéz identifikovany potencidlné kauzalni
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varianty, na naSem pracovisti aktudlné pracujeme na zavedeni metody amplikonového
sekvenovani k jejich ovéteni.

Gen RARSI koduje cytoplazmatickou t-RNA syntetdzu pro arginin a jako soucast
multienzymatického aminoacyl-tRNA syntetazového komplexu je esencialni pro tvorbu
proteind (Wolf et al., 2014). Bialelické varianty v tomto genu jsou zndmé jako pficiny
hypomyelinizujici leukodystrofie typ 9 a vyvojové a epileptické encefalopatie (Wan et al.,
2023). Vybrané publikace popisuji MRI nélez mikrocefalie se simplifikaci gyrifikace u pacienta
s patogennimi variantami v RARS! a epilepsii. (Mendes et al., 2020; Wan et al., 2023) Tyto
vysledky naznacuji, ze varianty v genu RARSI neovliviiuji pouze bilou hmotu, ale i vyvoj
mozkové kliry. Mendes a kol. také prokéazali snizenou enzymatickou aktivitu t-RNA syntetazy
u pacientil v porovnani s kontrolami (Mendes et al., 2020). Otazkou vSak zastava, jakou roli v
patogenezi FCD hraje somatickd varianta v genu s autosomalné recesivni dédicnosti. Z
exomovych dat germinalni DNA nebyla prokdzéna napt. druhd heterozygotni varianta v tomtéz
genu, efekt druhého zasahu se tedy nejevi jako pravdé€podobny. Identifikovana varianta
p-(Lys587Asn) je klasifikovana dle Alfa missense predikce jako patogenni (skore 0.7448). Z
porovnani se strukturou téhoz proteinu ze Saccharomycety (PDBID:1f7u) se tato varianta
nachdzi v misté, které pifimo interaguje s tRNA. Ackoli existuji ur¢ita podptirna kritéria, Ze tato
varianta mize mit funkéni disledek pfi tvorbé proteint, pro definitivni potvrzeni je nezbytna
funkéni studie.

Gen BRAF je klicovym modulatorem aktivity signalni kaskddy MAPK (mitogen-
activated protein kinase), ktera je zahrnuta v mnoha klicovych procesech jako je bunétna
proliferace, bunéény cyklus nebo apoptdza (Peyssonnaux et al., 2001). Varianty v genu BRAF,
a zejména pak nejznaméjsi VO60OE, jsou znamé jako pfi¢iny nadorti asociovanych s
dlouhodobou epilepsii (Schindler et al., 2011). Kromé samotné nadorové tkan€ nesou variantu
V600E i neuronalni buiiky ptiléhajici dysplastické kary (Marucci et al., 2014). Somatické
varianty v genu BRAF byly prokazany také u pacienti s dualni patologii — napiiklad
mesiotemporalni skleroza (MTS) v kombinaci s LEAT (varianta V600E) ¢i MTS v kombinaci
s FCD2A (varianta p.K601E). U pacientli s MTS byly popsany somatické varianty i v jinych
genech Ras/Raf/MAPK signalni kaskady. Jde naptiklad o geny PTPNII, KRAS ¢i SOSI
(Khoshkhoo et al. 2023). Lerord a kol ve své publikaci z roku 2023 popsali skupinu péti
pacientl s epilepsii, u nichz definovali tzv. non-expanzivni neokortikélni 1ézi s identifikovanou
somatickou variantou V60OE (Lerond et al., 2023). Léze byla lokalizovana u 4 z nich v
temporalnim laloku, stejné¢ jako u nasi pacientky. Khoshkhoo a kol. se ve své studii také

zabyvali souvislosti mezi somatickym genotypem a regionalni specifitou v mozku. Provedli
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proto cilenou retrospektivni analyzu literatury tykajici se FCD a LEAT, kde prokazali, Ze
somatické varianty v genech Ras/Raf/MAPK signalni kaskady se vyskytuji predominantné v
temporalnich oblastech, zatimco varianty v genech mTOR signalni kaskady vykazuji
extratemporalni predominanci (Khoshkhoo et al. 2023). Néami identifikovand varianta
p-Thr599dup byla jiz diive popsana u gangliogliomu. V této publikaci bylo navic prokdzano
zvySeni kindzové aktivity a aktivaci kaskady MEK/ERK, ktera byla srovnatelna s variantou
V600E (Miller et al. 2021). Histopatologické vySetfeni resekované tkané u nasi pacientky
neodhalilo znamky nddorového procesu. Jednou z teorii je, ze se varianta nachdzi pouze v
neuronech, nikoliv v gliovych bunikach. Nedavna prace ukazuje, Ze piitomnost varianty V60OE
v progenitorovych bunkach vede k vnitini epileptiformni aktivit¢ v linii neurond, zatimco
tumorigenni aktivita je spojena s linii gliovych bunék (Koh et al. 2018). Dalsi studie ukazuje,
ze varianta V600E indukovand do neurondlnich progenitori pfispivda k rozvoji
hyperexcitabilniho fenotypu neokortikalnich neuront, které maji navic narusenou migraci (Goz
et al., 2020).

U pacientky s prokazanou somatickou variantou v genu SLC3542 byla ptvodné
histopatologicky diagnostikovana FCD 1A. S ohledem na tento ndlez jsme pfi genetickém
vySetieni ptistoupili pfimo k celoexomovému sekvenovani somatické DNA, namisto analyzy
panelu geni. Identifikace varianty p.Gly282Arg v genu SLC3542 vedla k ptrehodnoceni
histopatologické diagn6zy na MOGHE. Fenotyp pacientky odpovida ptipadim MOGHE diive
popsanym vV literatufe. Germinalni varianta p.Gly282Arg byla jiz dfive popsand u kongenitalni
poruchy glykosylace typ IIm (MIM # 300896), také oznaCovana jako vyvojova a epilepticka
encefalopatie typ II (Duan et al. 2022). Fenotyp pacientll s timto onemocnénim zahrnuje
opozdény psychomotoricky vyvoj, epilepsii, svalovou hypotonii, u nékterych pacienti
mikrocefalii a abnormdlni nalez na MRI mozku (napf. abnormity bilé hmoty ¢i atrofii
mozecku). Pacienti ddle mohou mit skeletdlni abnormality (skolidza, zkraceni koncetin,
abnormalni konfigurace prstil), Casta je i porucha zraku a elevace jaternich enzymu (Ng et al.,

2019). Nase pacientka nejevila klinické znamky kongenitalni poruchy glykosylace.

8.5. Studie ¢. 5 - Popis fenotypu pacientii s dg. MOGHE na podkladé somatické
patogenni varianty v genu SLC3542

Mezi hlavni fenotypy pozorované v souvislosti se somatickou variantou v genu SLC3542
patii epileptickéd encefalopatie (EE) se zachvaty charakteru epileptickych spasmil pozorovana
u vétsiny pacientll z kohorty; méné farmakorezistentni fokalni epilepsie (DR-FE). Mezi typické

rysy EE se spasmy byl ¢asny veék rozvoje epilepsie (3 mésice az 3.5 roku), stiedné tézké az
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tézkd mentalni retardaci a MRI abnormita predominantn€ ve frontalnim laloku. DR-FE je
naopak charakterizovana rozvojem epilepsie v adolescentnim a dospélém véku a normalni ¢i
hrani¢ni urovni kognice. Stavu bez zachvatl po operaci bylo dosazeno u 61.5 % s EE a 37.5 %
s DR-FE. Nebyl pozorovan rozdil v genetickém nalezu mezi témito dvéma fenotypovymi
podskupinami. Procentualni zastoupeni variant vedoucich ke zkraceni/absenci funkc¢niho
proteinu bylo vyssi u pacientti s EE v porovnani s DR-FE (73.0 % vs 50.0 %), tento rozdil v§ak
nebyl signifikantni.

MRI zmény v tomto souboru pacientl odpovidaly nalezim publikovanym v
predchozich studiich u pacientti s MOGHE s predominantnim postizenim frontalnich oblasti se
specifickym obrazem lamindrni subkortikalni hyperintenzity v T2 vaZenych obrazech a FLAIR
sekvencich.

Inicialni histopatologicka diagndéza byla u 29 pacienti stanovena jako FCD 1 nebo
mirna malformace kortikalniho vyvoje (mMCD). PfiCinou je pravdépodobné stile nizké
povédomi o diagnéze MOGHE, nebot’ k jejimu zafazeni do oficialni klasifikace MCD doslo
teprve nedavno.

Nadale zlstava otazkou, jakym zpisobem pfispiva naruSeni funkce genu SLC3542 k
epileptogenezi u pacienti s MOGHE. V tomto ohledu existuji dvé hypotézy — ptimy vliv
subgranularni vrstvy s oligodendroglialni hyperplazii na neurondlni aktivitu; nebo opacna
situace s predpokladem, ze k oligodendrogliogenezi vede epilepticka aktivita neuront (Schurr
etal., 2017).

Procento pacientd, ktefi po operaci dosahli stavu bez zachvatl se v nasi skupiné ptilis
nelisi od dfive publikovanych epileptochirurgickych soubort pacientl s epileptickymi spasmy
¢i MOGHE (Barba et al., 2016; Chugani et al., 2015). K vysazeni ASM doslo jen u malého
poctu pacientll, ziejmé diky respektu ambulantnich neurologli z vysazovani ASM u jedinct s
EE ¢i DR-FE s perzistujici abnormitou na EEG po epileptochirurgii. Nebyla nalezena korelace
mezi pooperacnim vysledkem a genetickym nalezem (VAF ¢i typ varianty). Pozorovali jsme
pouze trend ukazujici na vztah mezi frekvenci variantni alely a Engel 1 / Engel 4. Pacienti ve
ttidé¢ Engel 1 méli median VAF 14.5 % v porovnani s 30.5 % u pacientil ve skupin¢ Engel 4.
Hlavni prediktory ptiznivého pooperacniho vysledku byly kratsi trvani epilepsie a normalizace
¢i zlepSeni pooperac¢niho EEG. Délka trvani epilepsie je vSeobecné znamym prediktorem
pooperacniho vysledku (Bjellvi et al., 2019, Lamberink et al., 2020). Z neddvné studie na
malém poctu pacientil s epileptickou encefalopetii vyplyva také vztah mezi zlepSenym EEG
nalezem a poopera¢nimi vysledky (Wyllie et al., 2007, Moseley et al., 2012). Univariantni

analyza dale identifikovala jako mozné prediktory piiznivého vysledku operace i kompletnost
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resekce a mladsi veék pii operaci; tyto vysledky jsou v souladu pfedchozimi publikacemi (West
et al., 2019, Widjaja et al., 2020). Pozorovali jsme také slabou asociaci mezi zlepSenymi

kognitivnimi vysledky po operaci a nizkou VAF, tento vysledek vSak nebyl potvrzen regresni

analyzou.
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9. Zavér a zhodnoceni cilii a hypotéz

Prvnim cilem disertaéni prace byla detailni fenotypova charakteristika détskych
pacienti s fokalni kortikalni dyspldzii typu 1 (FCD 1) z pohledu klinického obrazu,
neurofyziologie a zobrazeni, a ur€eni prediktord GspéSného vysledku epileptochirurgie. Nase
hypotéza si klade otazku, zda zavedeni komplexniho vySetfovaciho postupu povede ke zlepSeni
vysledkl epileptochirurgie u détskych pacienti s FCD 1. Ve studii ¢. 1 jsme prokazali, ze
fenotypové spektrum détskych pacientti s FCD 1 je mnohem S$irsi, nez je tradi¢né popisovano
v literatute. Predeslé studie reportuji neptiznivé pooperacni vysledky u pacientii s FCD 1, nase
studie vSak ukazuje opak. Ukézali jsme, ze pacienti s FCD 1 mohou z resek¢ni epileptochirurgie
vyznamné benefitovat. Zejména pak MRI negativni pacienti profitovali z multimodalniho
ptistupu s vyuzitim metod FDG-PET, SISCOM a iEEG. Po epileptochirurgii dosahlo 71 %
pacientll v nasi skuping¢ stavu bez zachvatli s medidnem doby sledovani po operaci 5 let. Tyto
vysledky vysoce prevysuji predesi¢ studie zahrnujici pacienty s FCD 1. Kli¢ové je vSak Casné
odeslani pacienta do specializovaného epileptochirurgického centra, které poskytuje komplexni
multimodalni ptistup.

Malformace kortikdlnitho vyvoje (MCD) piedstavuji nejcastéjsi pficinu fokalni
farmakorezistentni epilepsie v epileptochirurgickych souborech. Objasnéni genetickych pficin
MCD pfispiva k lepSimu porozuméni patofyziologii onemocnéni, uréeni progndzy a v
budoucnu mtize oteviit cestu k cilené 16€be epilepsie. Dalsi cil nasi prace se zabyva objasnénim
genetického pozadi malformaci kortikalniho vyvoje u pacientl s fokalni strukturdlni epilepsii.
Nasi hypotézou bylo, ze v patogenezi MCD hraji roli germindalni i somatické varianty nejen v
genech mTOR signalni kaskaddy. Ve studii ¢. 2 prezentujeme soubor détskych pacientli s
germindlnimi variantami v genech GATOR1 komplexu. Kromé objasnéni genetického pozadi
poukazuje studie také na fenotypovy gradient se zvySujici se zdvaznosti v jednotlivych
generacich pozorovany u vSech rodin. Mozné mechanismy vysvétlujici tuto fenotypovou
variabilitu jsou: nekompletni penetrance, pritomnost druhé varianty (second-hit) v dysplastické
tkani, nizkostupfiovy mozaicismus u rodi¢i. Tato studie doklddd vyznam genetického
vySetfovani u pacient zafazenych do epileptochirurgického programu. Pacienti s GATORI-
asociovanou FCD a pozitivni rodinnou anamnézou ptedstavuji ¢asto velmi slozité kandidaty
chirurgické 1écby epilepsie a vyzaduji komplexni pristup. Ve studii €. 3 prezentujeme genetické
nalezy pacientll s epilepsii na podkladé MCD vySetfenych v naSem centru. Do studie bylo
zahrnuto 123 pacientl s diagn6zou MCD. U 21.0 % pacient jsme objasnili kauzalni germinélni

variantu. V epileptochirurgické skupiné byla vySetfena somatickd DNA u 40 pacientil, kauzalni
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somatické varianty byly identifikovany u 18 % z nich. Nejcastéji §lo o varianty v genech mTOR
signalni kaskady. U nékolika pacientil se vSak podafilo identifikovat germindlni patogenni
varianty v genech, které dosud nebyly asociovany s MCD a nejsou zapojené do mTOR signalni
kaskady. Jde naptiklad o varianty v genech GDII, SETDIB a TET3 u pacientd s
periventrikularni nodularni heterotopii (PVNH) nebo variantu v genu /RF2BPL u pacienta s
mikrocefalii a simplifikaci gyrifikace.

Ackoliv pacienti operovani v Centru pro epilepsiec Motol rutinné¢ podstupuji
molekularné-genetické vysetfeni DNA izolované z mozkové tkan¢ metodou hlubokého
sekvenovani panelu geni, procento objasnénych piipadu je stale relativné nizké. DalSim cilem
préce proto bylo zavedeni hlubokého celoexomového sekvenovani DNA izolované z mozkové
tkdn€ u pacientti s MCD operovanych pro fokalni farmakorezistentni epilepsii. Nasi hypotézou
je, ze diky této metodé budeme schopni identifikovat nové genetické priciny MCD u dosud
neobjasnénych pacientii a prohloubit tak dosavadni znalosti. Studie ¢. 4 obsahuje dosud
nepublikovana data, kterd v soucasné dobé finalizujeme k publikaci v zahrani¢nim periodiku s
IF. Do studie byli inicidln¢ zatazeni pacienti s FCD 1, u nichz dosud nebyl jednoznacné
prokédzan kauzalni gen ¢i skupina gend. Postupné rozSifujeme vySetfeni i na pacienty s
komplexnimi malformacemi kortikalniho vyvoje a pacienty s FCD 2, u nichZ metoda TGP
neprokézala pfitomnost kauzalni somatické varianty. Do soucasné doby bylo vySetfeno 52
pacienttl, v dob¢ finalizace disertacni prace jsou vyhodnocena exomova data u 63.5 % pacienti
(33/52). U 9.1 % pacientt (3/33) byly identifikovany a validovany somatické varianty v genech
RARSI, BRAF a SLC35A42. Somatické varianty v genech RARSI a BRAF dosud nebyly
asociovany s FCD 1. K definitivnimu priikazu kauzality téchto variant je vSak nutna funkéni
studie. V soucasné dob¢ spolupracujeme s Fyziologickym tustavem 2. LF UK na tvorb¢
funkéniho animalniho modelu FCD1 na podkladé nami identifikované somatické varianty v
genu BRAF. U jedné pacientky jsme na zéklad¢ vysledkt genetického vySetfeni s prokdzanou
variantou v genu SLC35A42 reklasifikovali diagnézu z FCD1A na MOGHE.

Poslednim cilem prace je popis fenotypu pacienti s MOGHE na podklad¢é somatické
patogenni varianty v genu SLC3542. Nasi hypotézou je, Ze pacienti s touto diagnézou vykazuji
specifické fenotypové rysy a jsou kandidaty epileptochirurgie. Do multicentrické studie ¢. 5
bylo zafazeno 49 pacienti s prokdzanou somatickou variantou v genu SLC3542. Studie
ukazuje, ze somatické varianty v genu SLC3542 jsou spojeny se dv€éma hlavnimi fenotypy —
epileptickou encefalopatii a fokdlni farmakorezistentni epilepsii, pficemz MRI abnormity jsou
nejcastéji lokalizovany ve frontalnim laloku. Jako hlavni prediktory pfiznivého pooperacniho

vysledku byly prokazany krat$i doba trvani epilepsie a normalizace ¢i zlepSeni pooperac¢niho
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EEG. Studie také ukazuje vyznam molekularné-genetického vySetfeni v histopatologické
klasifikaci, nebot’ u 29 pacient (véetné 3 z naseho centra) nebyla inicidlni histopatologicka

diagno6za uzaviena jako MOGHE, nybrzZ jako FCD 1, mMCD ¢i nelesionalni.
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10. Souhrn

vvvvvvvv

epilepsie u déti podstupujicich epileptochirurgickou 1écbu. V odborné literatute se u pacientli s
FCD 1 casto setkavame s pojmy “difficult to diagnose” or “difficult to treat”, zejména diky
obtizné radiologické diagnostice. V nasi praci jsme vSak prokazali, ze komplexni multimodalni
ptistup, vcetné¢ pokrocilych zobrazovacich metod vede k vyznamnému zlepSeni prognozy
détskych pacientti s fokalni farmakorezistentni epilepsii na podkladé FCD 1. V nasi studii
doséhli po epileptochirurgii 71 % pacientii stavu bez zachvatli s medidnem doby sledovani po
operaci 5 let. Tyto vysledky vysoce prevysuji predeslé studie zahrnujici pacienty s FCD 1.

Studie prezentované v této disertacni praci také piispivaji k lepSimu pochopeni fenotypu
détskych pacienti s FCD 1 a MOGHE. Prokazali jsme, ze fenotypové spektrum détskych
pacientli s FCD 1 je mnohem S§ir$i, nez je tradi¢né popisovano v literatufe. Fenotyp pacientd
s MOGHE na podklad¢ somatické varianty v genu SLC3524 se vyznacuje dvéma hlavnimi
fenotypy — epileptickou encefalopatii a fokalni farmakorezistentni epilepsii, pficemz MRI
abnormity jsou nejcastéji lokalizovany ve frontalnim laloku.

Tato prace také potvrzuje vyznam molekularné-genetického vySetfeni pacientl
podstupujicich epileptochirurgii. Prezentujeme genetické ndlezy pacient s epilepsii na
podkladé MCD vySetfenych v naSem centru. Mimo germindlnich ¢i somatickych variant
v genech mTOR signdlni kaskady se nam u nékolika pacientl podafilo identifikovat germinalni
patogenni varianty v genech, které dosud nebyly asociovany s MCD a nejsou zapojené do
mTOR signalni kaskady. Jde naptiklad o varianty v genech GDI1, SETD1B a TET3 u pacientl
s periventrikularni noduldrni heterotopii (PVNH) nebo variantu v genu /RF2BPL u pacienta s
mikrocefalii a simplifikaci gyrifikace. S cilem identifikovat nové genetické pticiny MCD
(zejména pak FCD 1) jsme zavedli metodu hlubokého celoexomového sekvenovani DNA
izolované z mozkové tkané. U dvou pacientli s FCD 1 jsme identifkovali somatické varianty v
genech RARSI a BRAF, které dosud nebyly asociovany s FCD 1. V soucasné dobé¢
spolupracujeme s Fyziologickym ustavem 2. LF UK na tvorbé funk¢éniho animalniho modelu
FCDI na podklad¢ nami identifikované somatické varianty v genu BRAF.

Véfime, ze implementace poznatkli prezentovanych v této disertacni praci pfisp&je k
lepSimu porozumeéni patofyziologie malformaci kortikalniho vyvoje, které v budoucnu muze

oteviit cestu k cilené 1écbé epilepsie.
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11. Summary

Malformations of cortical development (MCDs) are the most common cause of focal drug-
resistant epilepsy in children undergoing epilepsy surgery. In the literature, patients with FCD
1 are often described using the terms “difficult to diagnose” or “difficult to treat,” mainly due
to the challenges of radiological diagnosis. However, in our study, we have demonstrated that
a comprehensive multimodal approach, including advanced imaging techniques, leads to a
significant improvement in the prognosis of pediatric patients with focal drug-resistant epilepsy
caused by FCD type 1. In our cohort, 71 % of patients achieved seizure freedom after epilepsy
surgery, with a median follow-up duration of 5 years. These results significantly surpass
previous studies involving FCD 1 patients.

The studies presented in this theses also contribute to a better understanding of the
phenotype of pediatric patients with FCD 1 and MOGHE. We have showed that the phenotypic
spectrum of children with FCD 1 is much broader than traditionally described in the literature.
The phenotype of patients with MOGHE based on a somatic variant in the SLC3542 gene is
characterized by two main presentations — epileptic encephalopathy and focal
pharmacoresistant epilepsy — with MRI abnormalities most frequently localized in the frontal
lobe.

This work also confirms the importance of molecular genetic testing in patients
undergoing epilepsy surgery. We present the genetic findings of patients with epilepsy due to
MCD investigated at our center. Beyond germline or somatic variants in genes of the mTOR
signaling pathway, we identified germline pathogenic variants in several patients in genes not
previously associated with MCD and not involved in the mTOR signaling cascade. These
include variants in GDII, SETDIB, and TET3 in patients with periventricular nodular
heterotopia (PVNH), or a variant in /RF2BPL in a patient with microcephaly and simplified
gyrification. With the aim to identify new genetic causes of MCD (especially FCD type 1), we
introduced deep whole-exome sequencing of DNA isolated from brain tissue. In two patients
with FCD type 1, we identified somatic variants in RARS/ and BRAF, which have not
previously been associated with FCD type 1. We are currently collaborating with the Institute
of Physiology of the Second Faculty of Medicine, Charles University, on developing a
functional animal model of FCD1 based on the somatic BRAF variant we identified.

We believe that implementing the findings presented in this dissertation will contribute
to a better understanding of the pathophysiology of malformations of cortical development,

which may in the future pave the way for targeted epilepsy treatment.
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