) Instytut
Matki i Dziecka

Instytut Matki i Dziecka w Warszawie
Zaktad Genetyki Medycznej

Rozprawa doktorska
mgr Paulina Gérka-Skoczylas

Analiza patologii
molekularne;j
encefalopatii
padaczkowych

o charakterze
kanalopatii

Promotor rozprawy doktorskiej:
Dr hab. Dorota Hoffman-Zacharska
prof. IMID, prof. ucz. UW

Warszawa 2023



Streszczenie

Padaczki s3 jednym z najczestszych schorzen ukladu nerwowego, charakteryzujacym sie
wystepowaniem spontanicznych i nawracajacych napadéw, bedacych konsekwencjg nie-
prawidtowej aktywnosci neuronalnej mozgu. Sg to jednostki chorobowe o bardzo réznej
etiologii, przebiegu oraz rokowaniach. Najwyzsza czestos¢ wystepowania padaczek notuje
sie w pierwszym roku zycia. W tej tez grupie wiekowej najwazniejszg role w etiologii tych

choréb odgrywaja czynniki genetyczne.

Wisrod padaczek o wieku zachorowania we wczesnym okresie rozwojowym wyr6znié
mozna wczesnoniemowlece encefalopatie padaczkowe (EIEEs), okreslane obecnie jako
encefalopatie rozwojowe i padaczkowe (DEEs). Jest to grupa ciezkich, lekoopornych zespo-
téw padaczkowych, przebiegajacych z zaburzeniami neurorozowjowymi, o ztym rokowaniu
dla pacjentéw. Nieprawidlowosci te, jak si¢ obecnie przyjmuje, sa wynikiem zaréwno wyste-
powania napadéw padaczkowych, ktére prowadzg do zaburzen funkcji mézgu, jak roéwniez
podstawowej etiologii genetycznej. W ostatnich latach, dzigki badaniom prowadzonym dla
duzych grup pacjentéw przez konsorcja migdzynarodowe z wykorzystaniem technologii
badan calogenomowych, zidentyfikowano szereg wariantéw patogennych zaangazowanych
w patogeneze poszczegolnych typéw DEEs w znanych i nowo identyfikowanych genach.
Pod wzgledem klinicznym wyréznia si¢ dziewig¢ dobrze zdefiniowanych zespolow z tej
grupy, w katalogu OMIM natomiast wyréznionych jest juz ponad 100 zespoldéw zaleznych
od mutacji konkretnych gendw. Wsréd zidentyfikowanych ,,gendéw padaczkowych” dominu-
jaca grupe stanowig geny kodujace biatka kanatéw jonowych oraz ich podjednostki. Dlatego
tez DEEs okreéla sie czesto jako ,,kanatopatie”, jednostki chorobowe powodowane zaburze-

niem funkcjonowania neuronalnych kanatéw jonowych.

Z uwagi na duzg heterogenno$¢ kliniczng i molekularna tych zespotow, ewolucje w czasie
oraz duze podobienstwo objawoéw i ich niespecyficzno$¢ na wezesnych etapach rozwoju

choroby, postawienie prawidtowej diagnozy na podstawie charakterystyki klinicznej jest
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w wielu przypadkach niemozliwe. Badania z wykorzystaniem sekwencjonowania nastep-
nej generacji (NGS) umozliwiaja zastosowanie strategii najpierw genotyp nazywanego
czesto ,,odwrotnym fenotypowaniem”. W przypadku takiego podejscia mozliwa jest kla-

syfikacja zespotéw monogenowych w oparciu o zidentyfikowane podtoze molekularne.

Badania w ramach niniejszej pracy prowadzone byty w okresie zmiany zaréwno definicji
EIEEs jak i ewolucji podejscia metodycznego w odniesieniu do analizy ich podloza mole-
kularnego. Konsekwencja wprowadzenia NGS jako podstawowej metody badawczej byla
zmiana podejscia metodologicznego w odniesieniu do wykonywanych w ramach pracy
badan. Analize poszczegolnych genéw stanowiacych podloze monogenowych DEEs

zastapiono analizg z wykorzystaniem celowanego NGS.

W pracy podjeto prébe charakterystyki patologii molekularnej heterogennej grupy cho-
réb okresu noworodkowego i niemowlecego - encefalopatii padaczkowych i rozwojowych
oraz probe okreslenia w jakim stopniu geny kodujace biatka kanaléw jonowych zaan-
gazowane s3 w patogeneze tych zespolow. W celu identyfikacji podtoza molekularnego
w badanej grupie 115 pacjentéw zaprojektowano i wdrozono do badan autorski panel
49 genéw EIEE v.1/2016 wigzanych z wystapieniem EEs/DEEs. Na potrzeby klasyfikacji
pacjentéw do badania opracowano formularz oceny klinicznej dla choréb z grupy wcze-

snych encefalopatii padaczkowych.

Dla wszystkich pacjentéw przeprowadzono sekwencjonowanie panelowe oraz w opar-
ciu o dane uzyskane z NGS wykonano analiz¢ niezrownowazen genomu. Dla grupy 35
pacjentdw rozszerzono badanie o analiz¢ metodg sekwencjonowania eksomowego (WES).
U pacjentéw z podejrzeniem zespotu Westa przeprowadzono bezposrednie sekwencjo-
nowanie genu ARX. Zastosowany w pracy schemat analizy pozwolil na ustalenie pod-
toza molekularnego choroby u blisko potowy pacjentow w badanej grupie oraz umozliwit

opracowanie algorytmu badan molekularnych dla pacjentéw z podejrzeniem EE/DEE.

Charakterystyka podioza molekularnego DEEs w analizowanej grupie pacjentow wyka-
zala, ze choroby te spowodowane s3 mutacjami w genach kodujacych biatka o r6znych
funkcjach komoérkowych. Jednak ,kanatopatie” i ,,synaptopatie” stanowia gtoéwna przy-
czyn¢ molekularng badanych zaburzen, co potwierdza istotng role tej grupy gendéw w etio-
patogenezie DEEs. Najliczniejsza grupe wariantéw patogennych zidentyfikowano w genie
SCNIA, co czyni go jednym z wazniejszych gendéw przyczynowych w grupie EEs/DEEs
w kohorcie polskich pacjentow. Uzyskana w pracy wysoka skutecznos¢ identyfikacji pod-
tfoza molekularnego metoda sekwencjonowania panelowego uzasadnia zastosowanie tej

metody jako pierwszego testu w analizie DEEs.
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Summary

Epilepsy is one of the most common diseases of the nervous system characterized by spon-
taneous and recurrent seizures, which are a consequence of abnormal neuronal activity
in the brain. These are disorders of different etiology, course and prognosis. The highest
incidence of epilepsy is noted in the first year of life. In epileptic syndromes of this age

group genetic factors play the most important role in the disease etiology.

Among early onset infantile epilepsies it is possible to distinguish early infantile epilep-
tic encephalopathies (EIEEs), currently referred to as developmental and epileptic ence-
phalopathies (DEEs). This is a group of severe, drug-resistant epilepsy syndromes with
neurodevelopmental disorders with a poor prognosis for patients. These abnormalities
are currently assumed to be the result of both the occurrence of epileptic seizures, which
lead to brain dysfunction, and the underlying genetic etiology. In recent years, thanks to
research conducted for large groups of patients by international consortia using genome-
-wide testing technology, a number of variants in known and new genes involved in the
pathogenesis of particular types of DEEs have been identified. Clinically, there are nine
well-defined syndromes from this group, while in the OMIM catalog there are already
more than 100 syndromes depending on the mutation of specific genes. Among the iden-
tified ,.epileptic genes”, the dominant group are genes encoding ion channel proteins and
their subunits. Therefore, DEEs are referred to as ,,channelopathies”, diseases caused by

dysfunction of neuronal ion channels.

Due to the high clinical and molecular heterogeneity of these syndromes, evolution over
time, high similarity of symptoms and their non-specificity in the early stages of the dise-
ase, making a correct diagnosis based on clinical symptoms is impossible in many cases.

Next generation sequencing (NGS) research enables the use of a genotype-first strategy,
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called ,,reverse phenotyping”. With this approach, it is possible to classify monogenic disor-

ders based on the identified molecular basis.

The research in this project was conducted during the period of changing both the defi-
nition of EIEEs and the evolution of the methodological approach to the analysis of their
molecular basis. The consequence of the introduction of NGS as the basic research method
was a change in the methodological approach to the research carried out as part of the
work. The analysis of individual genes underlying monogenic DEEs was replaced by an

analysis using targeted NGS.

The project attempts to characterize the molecular pathology of a heterogeneous group
of diseases of the neonatal and infant period - epileptic and developmental encephalopa-
thies, and to determine to what extent genes encoding ion channel proteins are involved in
the pathogenesis of these syndromes. In order to identity the molecular basis in the study
group of 115 patients, an original panel of 49 EIEE v.1/2016 genes associated with the
occurrence of EEs/DEEs was designed and implemented for research. For the purposes of
patient classification for the study, a clinical evaluation form for early epileptic encepha-

lopathies was developed.

Panel sequencing was performed for all patients and an analysis of genomic imbalances
was performed based on NGS data. For a group of 35 patients, the study was extended to
include exome sequencing (WES). Direct sequencing of the ARX gene was performed in
patients with suspected West syndrome. The analysis scheme used in the study allowed
to determine the molecular basis of the disease in nearly half of the patients in the study
group and enabled the development of an algorithm for molecular testing for patients

with suspected EE/DEE.

The characteristics of the molecular background of DEEs in the analyzed group of patients
showed that these diseases are caused by mutations in genes encoding proteins with
various cellular functions. However, ,,channelopathies” and ,,synaptopathies” are the main
molecular cause of the studied disorders, which confirms the important role of this group
of genes in the etiopathogenesis of DEEs. The largest group of pathogenic variants was
identified in the SCNIA gene, which makes it one of the most important causal genes in
the group of EEs/DEEs in the cohort of Polish patients. The high efficiency of identifica-
tion of the molecular basis by the panel sequencing method obtained in the work justifies

the use of this method as the first test in the analysis of DEEs.
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