
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE MADRID

DEPARTAMENTO DE BIOQUÍMICA

Estudio genético de las epilepsias de inicio en los primeros
dos años: desarrollo de un algoritmo diagnóstico

TESIS DOCTORAL

Laura Ortega Moreno

Madrid, 2017



DEPARTAMENTO DE BIOQUÍMICA

FACULTAD DE MEDICINA

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE MADRID

Estudio genético de las epilepsias de inicio en los primeros
dos años: desarrollo de un algoritmo diagnóstico

Memoria presentada por Laura Ortega Moreno, licenciada en Biología,

para optar al grado de Doctor por la Universidad Autónoma de Madrid

Directores de tesis:

Dr. José María Serratosa Fernández y Dra. Rosa Guerrero López

Instituto de Investigaciones Sanitarias-Fundación Jiménez Díaz

Universidad Autónoma de Madrid



Don José M. Serratosa Fernández, Doctor en Medicina y Cirugía, Jefe del laboratorio de

Neurología del IIS-Fundación Jiménez Díaz, Jefe de Servicio de Neurología del Hospital

Universitario Fundación Jiménez Díaz, profesor asociado de la Universidad Autónoma de

Madrid.

Doña Rosa Guerrero López, Doctora en Ciencias Biológicas, Investigadora CIBERER

del IIS-Fundación Jiménez Díaz.

CERTIFICAN:

Que Doña Laura OrtegaMoreno, Licenciada en Biología yMáster en Genética y Biología

Celular por la Universidad Autónoma de Madrid, ha realizado en el laboratorio de Neuro-

logía del IIS-Fundación Jiménez Díaz, bajo su dirección, la presente Tesis Doctoral con

título “Estudio genético de las epilepsias de inicio en los primeros dos años: desarrollo

de un algoritmo diagnóstico”, autorizándola para su defensa y calificación.

En Madrid, a 13 de Junio de 2017.

Fdo.: Dr. Jose M. Serratosa Fernández
Director de la Tesis Doctoral

Fdo.: Dra. Rosa Guerrero López
Directora de la Tesis Doctoral

VoBo

Fdo.: Dr. Jesús Cruces Pinto
Tutor de la Tesis Doctoral



“Por muy larga que sea la tormenta,

el sol siempre vuelve a brillar entre las nubes”

Khalil Gibran



A mis padres

A mi hermano

A Jonay



Agradecimientos

Por fin llegó el momento que veía tan lejano y al que he temido tanto. . . que no hubiera

sido posible sin el apoyo de tantas personas que han estado a mi lado en esta aventura,

a las que tengo tanto que agradecer que resulta complicado reflejarlo con palabras y en

espacio limitado, pero lo intentaré y espero no olvidarme de nadie. . .

En primer lugar, quiero agradecer a mis directores de tesis, Jose y Rosa, la confianza

depositada en mí desde el primer día y su apoyo en todo momento. A Jose, por abrirme

su laboratorio permitiéndome ser una más del equipo, por introducirme y enseñarme el

interesante mundo de las epilepsias transmitiéndome su pasión. Gracias por tus consejos,

por estar siempre dispuesto a escuchar mis problemas y prestarme la ayuda necesaria a

pesar de tu apretada agenda. A Rosa, a la que tengo tanto que agradecer que no tengo

palabras. . . porque sin ella no habría llegado hasta aquí. Gracias por tu cercanía siendo

más que una jefa, por ayudarme siempre, por enseñarme a trabajar con ilusión, por

cuidarme, por tu apoyo en los buenos y malos momentos, por tus consejos, por tener

siempre en cuenta mi opinión, por transmitirme tranquilidad ante los momentos de estrés

y darme tanto cariño. . . Jefa, compañera, amiga. . . ¡No cambies nunca!

A mi tutor académico, Jesús Cruces, por recibirme amablemente en su despacho,

escucharme, aconsejarme y orientarme en esta tesis doctoral.

A la Fundación Conchita Rábago por concederme la beca dándome la oportunidad de

realizar esta tesis, y agradecer a Marta Jiménez su cercanía, disponibilidad y sus ánimos

ante la no renovación.

A los pacientes recogidos en esta tesis y a sus familias, sin cuya disponibilidad y

entrega esta tesis no hubiera sido posible.

A los neurólogos y pediatras, la mayoría del proyecto GEGEI, que han confiado en

nuestro trabajo enviando los estudios de sus pacientes. En especial, dar las gracias a los

pediatras de la FJD, Víctor, Rebeca y María, por su ayuda para reunir pacientes, por su

dulzura y por llenar de alegría el laboratorio en cada visita. . . sobretodo agradecer a

Víctor su gran ayuda. No pierdas ese positivismo y alegría natural que tienes, y ánimo

con la tesis ¡lo conseguirás!

A la unidad de epilepsia y sus enfermeras, en especial a Esther, por recoger lasmuestras

de los pacientes y por recibirme en la unidad siempre con una sonrisa.



A la Unidad de Genómica del Parque Científico de Madrid, por llevar a cabo la

secuenciación del panel de genes, en especial a Ricardo Ramos, Idoia y Susana.

A Mara, Mónica y Álvaro de Genycell, por la ayuda con el panel.

Al CNAG por la secuenciación de los exomas, en especial a Steve Laurie, por su ayuda

con los análisis.

A mis compañeros y a la vez amigos en el laboratorio, sin los que esta tesis no hubiera

sido lo mismo. . . me llevo muchísimos buenos momentos que nunca olvidaré. . .

A mis técnicos favoritas, Carmen y Gema, compañeras de faenas y dos grandes

personas. A Carmen, mi gran maestra de técnicas, agradecerle su paciencia al enseñarme

y sus grandes consejos, fue poco el tiempo que trabajamos juntas pero el suficiente para

establecer una bonita amistad y aunque no nos veamos sé que siempre estás ahí. A Gema,

mi mano derecha en el laboratorio, compañera de poyata, de pipetas, de cotilleos. . . , un

gran apoyo que me ha cuidado en todo momento y con la que tengo una gran complicidad.

A Bea, neuróloga impecable, luchadora y buena compañera, gracias por estar siempre

disponible y ayudarme con cada duda surgida, por enseñarme, por el apoyo y la confianza

que has depositado en mí desde el primer día. Ánimo con la tesis, que si yo lo he

conseguido. . . ¡tú también puedes!

A Marina, por estar siempre dispuesta a escucharme, por sus consejos y apoyo, por su

cariño, por hacerme participe de sus cosas y tener en cuentami opinión, por su generosidad

y aquella comida tailandesa que nunca olvidaré.

A mis “ratoncillas”, Ana y Gentzane, no tengo palabras para explicar todo lo que me

habéis ayudado en estos años. . . sin vosotras no hubiera sido lo mismo y he conseguido

dos grandes amigas. A Anita, darle las gracias por demostrarme que existe la amistad a

primera vista, por los ánimos y por todo lo que hemos compartido juntas. . . gracias por

enseñarme el mundo ratonil e intentar quitarme mis miedos. Gracias también a Miguel,

por sus ánimos, y a la pequeña Marina, por sus tiernas sonrisas. A Gentzane, la alegría

del laboratorio, mi gran apoyo en el día a día, mi compañera de aventuras y amiga,

con la que he compartido conversaciones, cotilleos, risas, lágrimas. . . gracias por tantos

momentos. . . nunca olvidaré el viaje a Bilbao con la mejor guía, agradeciendo también a

sus padres la hospitalidad.



A Sara, la última en llegar al grupo y a la que cedí mi sitio, por sus ánimos y simpatía.

A Asun, la alegría de la FJD, una gran persona con un corazón increíble que he tenido

la suerte de conocer. Gracias por tu entrega a los demás, por hacerme siempre sonreír,

por tu apoyo y por confiar en mí para ser tu ayudante, ayudándome a levantar cabeza en

momentos difíciles, siempre te lo agradeceré.

A Estrella, una gran profesional y mejor persona, a la que admiro. Gracias por tratarme

siempre con tanto cariño y dulzura, por tus ánimos y por ayudarme, en especial con mi

abuelo.

A Pedro, por su apoyo, por sus ánimos y también por la ayuda con mi abuelo.

A Raúl, quien me cedió su sitio en el laboratorio y siempre me ha dado ánimos en sus

visitas.

A los neurólogos y estudiantes que han pasado por el laboratorio, dejando una bonita

huella. A Cristina, por tener un gran corazón y ser una persona increíble, compartimos

el trabajo de PRRT2 y me encantó trabajar contigo. A Sonia, por su humildad y ganas

de aprender, fue maravilloso conocerte y tu ilusión inundo el laboratorio. A Alba, por su

ayuda revisando las historias clínicas y su simpatía.A Jorge, por su bondad y naturalidad.A

Belén, por sus ganas de trabajar y ser encantadora. A Irene, por su alegría y espontaneidad.

Al laboratorio de Genética, mi segundo labo, grandes vecinos y unos compañeros

geniales. Gracias a todos por recibirme siempre con una sonrisa y ayudarme tanto. A Jesús,

Camilo y Fernando por su ayuda con las técnicas y ser tan majos conmigo. A Cristina, por

estar siempre disponible. A Aurora, por recibirme siempre con una sonrisa. A Almudena,

por sus ánimos. AMarta Cortón, por sus consejos y su gran ayuda con las dudas surgidas.

A Clara, compañera desde el instituto, gracias por animarme y estar siempre ahí, por ser

encantadora y por todos los momentos compartidos, y ánimo con la tesis. A los que ya no

están en genética. . . a Mónica por su apoyo y ayuda, a Sorina por su humildad y dulzura, a

Raquel por su simpatía y apoyo, a Rocío, gran compañera y amiga desde que coincidimos

en el CBM y que siempre me ha ayudado mucho, a Marta por su ayuda con la PCR digital

y su alegría. A Sara, mi Sarita, compañera de carrera, máster y de esta aventura, amiga

excepcional a la que nunca le agradeceré lo suficiente lo importante que ha sido su apoyo

en estos años. Gracias por tu cariño y por todos los momentos que hemos compartido

juntas.



A las chicas de Metabolismo, vecinas antes de la mudanza y compañeras en las

comidas, cuyo positivismo siempre me ha motivado para continuar. A Nieves, luchadora

y trabajadora impecable, gracias por ayudarme a desconectar en las conversaciones de

sobremesa y por tus ánimos. A Zaida, amiga desde la universidad, que al final me ha

ganado siendo doctora antes que yo ;) Hemos vivido mucho juntas y con tus alocadas

ideas siempre consigues hacerme reír. A Alicia, que ya no estás en este grupo pero

fue donde te conocí, una increíble compañera y gran persona, gracias por tu cariño y

generosidad, por tus ánimos y grandes consejos.

Al laboratorio de Lípidos, en primer lugar a Carmen Garcés por su cercanía y cariño,

gracias por tener siempre el laboratorio abierto para nosotras. A Pilar y Olaya, por su

dulzura y alegría con la que siempre me reciben y por esos momentos al calentar la comida

tan amenos.

A las chicas de Terapia Celular, Susana y Luz, tan alegres y encantadoras, siempre

dispuestas a ayudar, en especial agradecer a Susana su ayuda con la PCR digital.

A Ana, Marta y Sergio del laboratorio Mineral y Óseo, por sus ánimos y esos encuen-

tros por el pasillo.

A Nuria, Carmen Laura y Nerea de Anatomía Patológica, por ayudarme con el

Bioanalyzer.

A los chicos del almacén por ser tan amables y por su complicidad ante la sorpresa

que me dieron en mi laboratorio con el nuevo ordenador.

A los compis de Nefro por recibirme siempre tan bien en el laboratorio, por la ayuda

y ánimos dados, aunque la mayoría ya no estáis en la FJD. . . A Susana, la primera que

conocí de nefro, por su sonrisa y cariño. A Valva y Cristina por su simpatía y apoyo. A

Tarín por su amabilidad. A Esther y Sebas por sus ánimos. AMati y Carol, por dedicarme

siempre una sonrisa y tratarme con tanta dulzura. A Kike, por su positivismo y darme

siempre ánimos. Y de este laboratorio ha salido un grupo de amigos. . . A Sandra y Pepe,

por ser unos amigos increíbles con los que paso muy buenos ratos y siempre están ahí.

Patri y Álvaro, por ser tan atentos conmigo y respetar mi miedo a los perros, por tantos

planes divertidos. Priscila, David y la pequeña Marina, por los momentos compartidos y

los bonitos días de playa. A Carla y Chipi, por esas quedadas y por su simpatía.



Al laboratorio 204 del CBM, en especial a Belén que me dio la oportunidad de realizar

allí mi PFC y gracias a eso pude conocer a la gente maravillosa que trabaja o ha trabajado

allí, con los que he seguido coincidiendo en reuniones del CIBERER y que siempre son

encantadores conmigo.

A mis compis del Palacio Real, Cristina, Gloria, Jose, Rosana, Raquel, Merche,

Mónica, Ana, mis Lauras (Magán y Checa) y la recién llegada Raquel, por hacerme los

últimos momentos de tesis más alegres y llevaderos, habéis sido un gran apoyo dándome

mucha fuerza y ánimo, consiguiendo que siempre saque una sonrisa. ¡Sois increíbles! En

especial, agradecer a mi compi Laura Magán esos cambios de turno siempre que los he

necesitado.

A mis amigos, por demostrarme que son amigos de verdad y prestarme la ayuda

necesaria siempre, por los buenos ratos y la cercanía demostrada en cada momento. A

Aroa, Vicen y el pequeño Adrián, por estar siempre ahí y por los momentos compartidos.

Gracias en especial a Aroa, por ser una amiga ejemplar con la que la complicidad no

se pierde. . . desde el primer día que nos conocimos siempre has estado cerca y me has

tendido la mano para seguir en pie. A Fran y Zaira, por demostrarme que en la amistad

no hay distancias y a pesar de vernos poco siempre se puede contar con ellos. Espero

poder ir a visitaros a Boston. A mis “ibicencos”, Clara, David, Raquel, Gaby, Aroa, Berto

y el pequeño Alberto, con los que espero seguir viviendo grandes momentos en los que

no falte una buena barbacoa. . . y poder hacer el deseado viaje a Ibiza ;) ¡sois increíbles!

A Alicia, Noel y Laura, con los que las estancias en la playa son más divertidas y las

quedadas por Madrid muy amenas, gracias por estar siempre ahí.

A mi gran familia, mi gran apoyo, los que nunca me fallan y siempre están a mi lado.

A mis abuelos, por crear una familia ejemplar y porque a pesar de no entender lo que

es una tesis son mis mejores fans. A mis tíos, por arroparme siempre y confiar tanto en

mí, por todo vuestro cariño y amor. En especial, agradecer a mi tío Daniel su ayuda con

el formato de tesis, su paciencia con el moradito jajajaja, y sus consejos con los que he

seguido sus pasos y me convierto en la segunda doctora de la familia. A mis primos, por

ser geniales y pasarlo tan bien con ellos. A Montaña, recién llegada a la familia, gracias

por tu cariño y por hacer feliz a una de las personas que más quiero, mi hermano. A Luisa

y Jose, por tratarme siempre como una hija, por tanto cariño y ayuda, y por hacer realidad

a mi príncipe azul.



Y GRACIAS a las personas más importantes de mi vida, sin las que esta tesis no

hubiera sido posible y por lo tanto se la dedico de todo corazón. . .

A mis padres, Pablo y Toñi, los mejores padres del mundo y un gran ejemplo a seguir,

que me han regalado la vida y han hecho posible que haya llegado hasta aquí. No puedo

llegar a agradecer todo lo que hacen por mí. . . apoyando mis decisiones y mis ideas a

veces alocadas, sufriendo con mis problemas y sacrificándose siempre. Todo lo que soy y

tengo es gracias a vosotros que me habéis enseñado con mucho amor lo que es la felicidad.

A mi hermano, Pablo, al que adoro y su cariño es esencial para mí. Gracias por

apoyarme en todo, por confiar enmí, por escuchar mis problemas y agobios, por ayudarme

siempre, por la complicidad que tenemos y por quererme tanto.

A Jonay, al que entregué mi corazón hace 12 años y desde entonces comparto todo

con él. . . hasta la etapa de escritura de nuestras tesis y por muy poquito hasta la fecha de

lectura ;) Este añito no ha sido nada fácil con tantos agobios, quedando demostrado una

vezmás que ¡nuestro amor puede con todo! Gracias por hacerme feliz, por quererme tanto,

por cuidarme, por aguantarme, por creer en mí, por regalarme momentos inolvidables,

por tantas cosas. . . eres imprescindible en mi vida, sin ti no hubiera llegado tan lejos.

Contigo he descubierto que el príncipe azul existe y los sueños se hacen realidad. . . y no

quiero parar de soñar a tu lado. ¡Te quiero por siempre jamás!

GRACIAS A TODOS POR ESTAR A MI LADO

OS LLEVO EN EL CORAZÓN



Resumen
La epilepsia es un trastorno neurológico con alta prevalencia en la edad pediátrica,

sobre todo en los primeros años de vida. Las epilepsias genéticas conmayor refractariedad

al tratamiento y deterioro psicomotor y/o cognitivo asociado se suelen iniciar en los dos

primeros años de vida. También hay epilepsias de pronóstico favorable que se inician en

este periodo. La etiología genética de estas epilepsias es variable y de esta heterogeneidad

surge la necesidad de pruebas diagnósticas específicas.

Con el fin de establecer una adecuada estrategia diagnóstica que permita la rápida

caracterización genética de los pacientes con epilepsia de inicio en la edad pediátrica, se

ha diseñado un algoritmo experimental con el que se han estudiado 115 pacientes con

epilepsia genética de inicio en los dos primeros años de vida. El algoritmo experimental

diseñado para este estudio se compone de varias técnicas genéticas, entre las que se

encuentra la secuenciación mediante un panel multigénico de genes asociados a epilepsia.

Las técnicas utilizadas han identificado una serie de variantes causantes de la enfermedad

en el 37,4% (43/115) de los pacientes. Estas variantes se encuentran en genes relacionados

con epilepsias de inicio en la infancia y algunas no han sido descritas anteriormente en la

literatura, lo que amplía el espectro mutacional de estas patologías.

Los resultados obtenidos confirman que el algoritmo experimental diseñado tiene

una alta rentabilidad para el diagnóstico genético de las epilepsias de inicio en los dos

primeros años de vida. La utilización de varias técnicas genéticas, aplicadas según el

fenotipo clínico de cada caso, mejora el rendimiento diagnóstico en este tipo de patologías

tan heterogéneas.

La identificación de las variantes genéticas responsables de las epilepsias de inicio

en los primeros dos años, con el consiguiente conocimiento de las rutas moleculares

afectadas, proporciona información esencial sobre el pronóstico, confirma el diagnóstico

y permite dar consejo genético a las familias de los pacientes. Además, estos hallazgos

pueden contribuir al desarrollo de nuevos tratamientos dirigidos a dianas moleculares

específicas.



Summary

Epilepsy is a neurological disorder with high prevalence in the paediatric age, es-

pecially in the first years of life. The genetic epilepsies with higher refractoriness to

treatment and associated psychomotor and/or cognitive impairment usually start in the

first two years of life. There are also epilepsies with a favourable prognosis that begin in

this period. The genetic etiology of these epilepsies is variable and from this heterogeneity

arises the need for specific diagnostic tests.

In order to establish an appropriate diagnostic strategy that allows a rapid genetic

characterization, an experimental algorithm has been designed and implemented for the

study of 115 patients with a genetic epilepsy with onset in the first two years of life. This

experimental algorithm designed for this study is composed of several genetic techniques,

including sequencing by means of a multigenic panel of epilepsy genes. The techniques

used have identified causal variants of the disease in 37.4% (43/115) of the patients. These

variants are found in genes related to childhood onset epilepsies and some have not been

previously described, expanding the mutational spectrum of these pathologies.

These results confirm that the designed experimental algorithm has a high profitability

for the genetic diagnosis of epilepsies with onset in the first two years of life. The use of

several genetic techniques according to the clinical phenotype of the each case, improves

the diagnostic performance in this heterogeneous group of diseases.

The identification of genetic variants responsible for the epilepsies with onset in the

first two years of life will lead to the knowledge of the molecular pathways involved,

provide essential information on the prognosis, confirm the diagnosis and allow for

genetic counselling. In addition, these findings may contribute to the development of new

treatments focusing to specific molecular targets.
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ABREVIATURAS



Abreviaturas

En algunos casos se ha conservado la correspondiente abreviatura en inglés debido a

su frecuente utilización en el lenguaje científico.

ADN Ácido dexosirribonucleico

ADNc ADN complementario

ARN Ácido ribonucleico

ARNm ARN mensajero

ARNt ARN de transferencia

Array-CGH Array de hibridación genómica comparativa (del inglés, comparative geno-

mic hybridization)

ARX Gen que codifica una proteína relacionada con el homeobox Aristaless (del

inglés, aristaless related homeobox)

BAQ Calidad de alineamiento de la base (del inglés, base alignment quality)

BWA Alineador Burrows-Wheeler (del inglés, Burrows-Wheeler aligner)

CASK Gen que codifica una serina proteína quinasa dependiente de calcio/calmo-

dulina (del inglés, calcium/calmodulin-dependent serine protein kinase)

CDKL5 Gen que codifica la quinasa 5 dependiente de ciclina (del inglés, cyclin

dependent kinase like 5)

CF Crisis febriles

CHD2 Gen que codifica la helicasa con cromodominio de unión a ADN 2 (del inglés,

chromodomain helicase DNA binding protein 2)

CIFB Convulsiones infantiles familiares benignas

CNAG Centro Nacional de Análisis Genómico

CNV Variaciones en el número de copia (del inglés, copy number variation)

ddNTPs Dideoxinucleótidos trifosfatos

DI-DIV Dominios proteicos (I-IV) de la subunidad alfa 1 del canal de sodio neuronal

DMSO Dimetilsulfóxido

DNM1 Gen que codifica la dinamina 1

dNTPs Desoxinucleótidos trifosfatos

DPC Discinesia paroxística cinesigénica

DRP Dominio rico en prolina

EDTA Ácido etilendiaminotetraacético (del inglés, ethylenediaminetetraacetic acid)

EE Encefalopatía epiléptica

EEG Electroencefalograma
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Abreviaturas

EEI Encefalopatía epiléptica inclasificable

EEIT Encefalopatía epiléptica de inicio temprano

EFMR Epilepsia y retraso mental limitado al sexo femenino (del inglés, Epilepsy

female with mental retardation)

EI Espasmos infantiles

EICFM Epilepsia de la infancia con crisis focales migratorias

EMA Epilepsia mioclónica astática

EMP Encefalopatía mioclónica precoz

FIV Fecundación in vitro

FOXG1 Gen que codifica la proteína forkhead box G1

GABRA1 Gen que codifica la subunidad alfa 1 del receptor del ácido gamma-aminobu-

tírico (del inglés, gamma-aminobutyric acid type a receptor alpha1 subunit)

GABRG2 Gen que codifica la subunidad gamma 2 del receptor del ácido gamma-

aminobutírico (del inglés, gamma-aminobutyric acid type a receptor gamma2

subunit)

GATK Kit de herramientas de análisis del genoma (del inglés, genome analysis tool-

kit)

GEFS+ Epilepsia generalizada con crisis febriles plus (del inglés, Generalized epi-

lepsy with febrile seizures plus)

GEGEI Grupo Español de Genética de las Epilepsias de la Infancia

GERP Perfiles evolutivos genómicos (del inglés, genomic evolutionary rate profiling)

GPI Glicosilfosfatidilinositol

HCN1 Gen que codifica el canal 1 de sodio/potasio de nucleótido cíclico activado

por hiperpolarización (del inglés, hyperpolarization activated cyclic nucleo-

tide gated potassium channel 1)

HSF Buscador de sitios de procesamiento del ARNm humano (del inglés, human

splicing finder)

ILAE Liga Internacional Contra La Epilepsia (del inglés, International League

Against Epilepsy)

KCNQ2 Gen que codifica la subunidad Q2 del canal de potasio neuronal (del inglés,

potassium voltage-gated channel subfamily Q member 2)

KCNQ3 Gen que codifica la subunidad Q3 del canal de potasio neuronal (del inglés,

potassium voltage-gated channel subfamily Q member 3)
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Abreviaturas

KCNT1 Gen que codifica la subunidad T1 del canal de potasio neuronal (del inglés,

potassium voltage-gated channel subfamily T member 1)

MAF Frecuencia del alelo menos común en la población de referencia (del inglés,

minor allele frequency)

MECP2 Gen que codifica la proteína 2 de unión a metil-CpG (del inglés, methyl-cpg

binding protein 2)

MLPA Amplificación de múltiples sondas dependientes de ligación (del inglés,mul-

tiplex ligation-dependent probe amplification)

Mpb Mega pares de bases

NGS Secuenciación de nueva generación (del inglés, next-generation sequencing)

NMD Deterioro del ARNm mediado por una variante que provoca un codón de

parada en el ADN (del inglés, non-sense mediated mRNA decay)

oligo(dT) Oligonucleótido de polideoxitimidina

OMIM Base de datos en línea de enfermedades genéticas de herencia mendeliana en

el hombre (del inglés, Online mendelian inheritance in man)

OMS Organización Mundial de la Salud

ORPHA Orphanet, base de datos en línea de enfermedades raras

pb Pares de bases

PCDH19 Gen que codifica la protocadherina 19

PCR Reacción en cadena de la polimerasa (del inglés, polymerase chain reaction)

PIGA Gen que codifica la proteína fosfatidilinositol glicano clase A

PLCB1 Gen que codifica la fosfolipasa C beta 1

PNKP Gen que codifica la polinucleótido 3’-fosfato quinasa

PNPO Gen que codifica la piridoxamina 5’-fosfato oxidasa

Polyphen2 Fenotipo provocado por un polimorfismo versión 2 (del inglés,Polymorphism

phenotyping version 2)

PRRT2 Gen que codifica la proteína de membrana tipo 2 rica en prolina (del inglés,

proline-rich transmembrane protein 2)

QARS Gen que codifica la enzima glutaminil-ARNt sintetasa (del inglés, glutaminyl-

tRNA synthetase)

RM Resonancia magnética

RT Retrotranscriptasa

RT-PCR Reacción en cadena de la polimerasa utilizando transcriptasa inversa o reversa
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(del inglés, reverse transcription polymerase chain reaction)

S1-S6 Segmentos transmembrana (1-6)

SBS Secuenciación por síntesis (del inglés, sequencing by synthesis)

SCN1A Gen que codifica la subunidad alfa 1 del canal de sodio neuronal (del inglés,

sodium voltage-gated channel alpha subunit 1)

SCN1B Gen que codifica la subunidad beta 1 del canal de sodio neuronal (del inglés,

sodium voltage-gated channel beta subunit 1)

SCN2A Gen que codifica la subunidad alfa 2 del canal de sodio neuronal (del inglés,

sodium voltage-gated channel alpha subunit 2)

SCN3A Gen que codifica la subunidad alfa 3 del canal de sodio neuronal (del inglés,

sodium voltage-gated channel alpha subunit 3)

SCN8A Gen que codifica la subunidad alfa 8 del canal de sodio neuronal (del inglés,

sodium voltage-gated channel alpha subunit 8)

SCN9A Gen que codifica la subunidad alfa 9 del canal de sodio neuronal (del inglés,

sodium voltage-gated channel alpha subunit 9)

SD Síndrome de Dravet

SIFT Clasificar de toleradas o no toleradas las variantes (del inglés, sorting intole-

rant from tolerant)

SLC25A22 Gen que codifica el transportador de glutamato mitocondrial (del inglés, So-

lute Carrier Family 25 Member 22)

SLG Síndrome de Lennox-Gastaut

SNARE Receptores del complejo proteico de unión al factor sensible aN-etilmaleimida

(del inglés, soluble NSF attachment protein receptor)

SO Síndrome de Ohtahara

STX1A Sintaxina 1a

STXBP1 Gen que codifica la proteína de unión a sintaxina 1 (del inglés, syntaxin bin-

ding protein 1)

SW Síndrome de West

TBC Dominio proteico conservado en eucariotas (del inglés, Tre-2/Bub2/Cdc16)

TBC1D24 Gen que codifica la proteína 24 con dominio TBC1 conservado (del inglés,

TBC1 domain family member 24)

Th Temperatura de hibridación
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Introducción

1.1. Epilepsia

La epilepsia es una de las enfermedades neurológicas de mayor incidencia social,

afectando al 1% de la población, y aunque puede manifestarse a cualquier edad es más

prevalente en los primeros años de vida y a partir de la sexta década, según datos de

la Organización Mundial de la Salud (OMS). La Liga Internacional Contra la Epilepsia

(ILAE) define la epilepsia como un desorden cerebral crónico caracterizado por una

predisposición a desarrollar crisis epilépticas sin una causa aguda responsable, con una

serie de consecuencias neurobiológicas, cognitivas, psicológicas y sociales, especialmente

en los casos fármaco-resistentes (Berg et al., 2010; Fisher et al., 2014).

Las crisis epilépticas se definen como la presentación transitoria de signos y síntomas

debidos a una actividad neuronal excesiva e hipersincrónica en el cerebro. Las caracte-

rísticas de las crisis epilépticas son variables y dependen de la zona cerebral donde se

inician y de su propagación (Berg et al., 2010).

Las epilepsias pueden clasificarse según sus características clínicas o su etiología (Berg

et al., 2010). En primer lugar, las epilepsias se pueden clasificar según sus características

clínicas, considerando la edad de inicio de las crisis, tipo de crisis, características típicas en

el electroencefalograma (EEG) y, a menudo, otras características esenciales que definen

un síndrome epiléptico establecido. Se han descrito cerca de 30 síndromes epilépticos

reconocidos por la ILAE, muchos de los cuales tienen un inicio en la infancia o la

adolescencia.

En segundo lugar, considerando la etiología, las epilepsias pueden ser clasificadas

en genéticas, estructurales, metabólicas, inmunes, infecciosas y de causa desconocida.

Actualmente se estima que las epilepsias genéticas constituyen aproximadamente un 70%

de todas las epilepsias (Figura 1), por lo que en los últimos años el interés científico por

la identificación de los factores genéticos ha aumentado considerablemente (Hildebrand

et al., 2013; Thomas and Berkovic, 2014).

La mayoría de las epilepsias tiene un buen pronóstico, controlándose con fármacos,

pero existen epilepsias refractarias al tratamiento en las que la medicación no consigue

controlar las crisis (Berg et al., 2006; Ramos-Lizana et al., 2012). En ocasiones, estos tipos

de epilepsias son muy graves, asociándose crisis frecuentes y retraso psicomotor, y su

evolución dependerá de múltiples factores, entre ellos un diagnóstico temprano (Covanis,

2012).
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Figura 1. Clasificación de las epilepsias según su etiología. Las epilepsias de base
genética representan el 70% frente al 30% del resto de causas (estructurales, metabólicas,
inmunes, infecciosas y otras) (Modificado de Thomas and Berkovic, 2014).

La edad de inicio de la epilepsia parece ser un factor importante en el desarrollo de

epilepsias refractarias al tratamiento (Bonnett et al., 2012), haciendo que en la infancia se

produzcan las epilepsias con mayor refractariedad y retraso asociado.

1.1.1. Epilepsia en la infancia

La epilepsia es una enfermedad con una alta prevalencia en la edad pediátrica, dándose

la máxima incidencia en el primer año de vida (Oka et al., 2006). En este periodo

se desarrolla un elevado número de fenómenos madurativos, entre los que destacan la

estratificación y organización cortical y lamielinización, tanto del sistema nervioso central

como del periférico (Figura 2), además de diferentes procesos neurometabólicos. Estos

cambios condicionan que el cerebro sea relativamente excitable y, en consecuencia, que

la tasa de incidencia de epilepsia sea máxima durante este intervalo de edad (Dura-Trave

et al., 2009; Holmes et al., 2012).

La manifestación clínica de la epilepsia en esta etapa madurativa muestra una gran

diversidad tanto en la semiología de las crisis como en el tipo de síndromes epilépticos

(Holmes et al., 2012). Las crisis epilépticas suelen ser difíciles de identificar y clasificar,

con síntomas poco habituales o sutiles y patrones electroclínicos poco organizados, debido

a la inmadurez cerebral (Campistol Plana, 2001; Casas-Fernandez, 2006). Por tanto, los

síndromes epilépticos son edad-dependientes al ser la maduración cerebral uno de los

factores más importantes (Casas-Fernandez, 2006; Dura-Trave et al., 2007).
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Figura 2. Desarrollo del cerebro humano. El desarrollo del sistema nervioso se produce
a través de la interacción de varios procesos prenatales, como la proliferación, lamigración
celular y la formación del tubo neural (neurulación), y postnatales, como los cambios en
la densidad sináptica y la mielinización (Modificado de Tsujimoto, 2008).

El pronóstico de la epilepsia en la infancia está determinado por su etiología y la edad

de inicio de las crisis epilépticas (Ochoa-Gomez et al., 2017; Perez-Delgado et al., 2008;

Tuchman et al., 2005). La epilepsia de inicio en el primer año de vida, en general, suele

tener un mal pronóstico, con elevada refractariedad y alteraciones del neurodesarrollo

(Bonnett et al., 2012; Dura-Trave et al., 2009). En otros casos, el pronóstico es favorable

sin asociarse secuelas (Perez-Delgado et al., 2008; Sanchez-Carpintero, 2010).

A continuación se describen algunos de los síndromes epilépticos más comunes du-

rante los primeros años de vida, incluyendo desde las encefalopatías epilépticas hasta las

epilepsias benignas.

Las encefalopatías epilépticas (EEs) son un grupo heterogéneo de síndromes epilépti-

cos, caracterizadas por la presencia de crisis frecuentes y a menudo refractarias, asociadas

en estrecha relación temporal a un deterioro del desarrollo psicomotor que es general-

mente grave (Berg et al., 2010; Dulac, 2001). Las EEs aparecen principalmente en la edad

pediátrica, coincidiendo con el periodo de maduración cerebral (Covanis, 2012). Las EEs

incluyen varios síndromes epilépticos como son el síndrome de Dravet (SD), el síndrome

de Ohtahara (SO), el síndrome de West (SW), la epilepsia de la infancia con crisis focales

migratorias (EICFM) y la epilepsia mioclónica-astática (EMA), entre otros (Dulac, 2001).

Sin embargo, muchos casos son difíciles de clasificar, debido a la gran heterogeneidad

fenotípica que existe (Holland and Hallinan, 2010).
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Aunque en algunos pacientes puede ser identificada una lesión estructural o un defecto

metabólico (Holland and Hallinan, 2010), en aproximadamente un tercio de los pacientes

la causa subyacente sigue siendo desconocida (Sartori et al., 2011). Cuando no hay lesiones

cerebrales ni defectos metabólicos, el estudio genético debe ser considerado (Mastrangelo

and Leuzzi, 2012).

Pero además de las EEs, en la infancia puede manifestarse un tipo de crisis epilépticas

que no conllevan secuelas, como es el caso de las convulsiones infantiles familiares

benignas (CIFB).

Las convulsiones infantiles familiares benignas (CIFB; OMIM#605751, ORPHA306)

constituyen un síndrome epiléptico genético de herencia autosómica dominante, caracte-

rizado por la presentación de crisis epilépticas focales que suelen ocurrir en salvas. Las

crisis comienzan entre los dos y los doce meses de edad, con remisión espontánea a una

edad temprana y sin posterior desarrollo de otras formas de epilepsia (Vigevano et al.,

1992).

En algunos casos las CIFB se presentan asociadas a trastornos del movimiento como

la discinesia paroxística cinesigénica (DPC; OMIM #128200) (Szepetowski et al., 1997),

donde los pacientes presentan en la infancia y/o adolescencia movimientos involuntarios

breves y recurrentes.

1.2. Genética de la epilepsia

En los últimos años se han conseguido importantes avances en el conocimiento gené-

tico de las epilepsias, revelándose con ello la gran heterogeneidad genética que presentan

algunos de los síndromes epilépticos.

El descubrimiento de genes implicados en los síndromes epilépticos se ha incremen-

tado exponencialmente gracias a las tecnologías genómicas emergentes, que incluyen

microarrays cromosómicos y la secuenciación de nueva generación (NGS) (Lee and Heo,

2014; Lemke et al., 2012; Martin et al., 2014; Thomas and Berkovic, 2014).

Los nuevos abordajes experimentales han permitido identificar y definir nuevos sín-

dromes, y ampliar el conocimiento de los mecanismos fundamentales implicados en la

epileptogénesis, abriendo la puerta al desarrollo de nuevas terapias (Myers and Mefford,

2015).
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1.2.1. Mecanismos genéticos

Se han identificado múltiples mecanismos genéticos como responsables de varios

síndromes epilépticos, que afectan principalmente a los moduladores clave de la función

neuronal, incluidos los canales iónicos, los transportadores de neurotransmisores y las

proteínas sinápticas (Noebels, 2015) (Figura 3).

Los mecanismos genéticos, con los genes asociados a ellos, incluyen la regulación

de la transcripción (con el gen que codifica una proteína relacionada con el homeobox

Aristaless, ARX) (Scheffer et al., 2002), la adhesión celular y la conexión sináptica (con el

gen que codifica la protocadherina 19,PCDH19) (Depienne et al., 2009), lamodulación de

las vesículas sinápticas de acoplamiento y liberación (con el gen que codifica la proteína

de unión a sintaxina 1, STXBP1) (Saitsu et al., 2008), la endocitosis de las vesículas

sinápticas (con el gen que codifica la dinamina 1, DNM1) (EuroEPINOMICS-RES et

al., 2014), la señalización celular (con el gen que codifica la quinasa 5 dependiente de

ciclina, CDKL5) (Mari et al., 2005), la reparación del ADN (con el gen que codifica la

polinucleótido 3’-fosfato quinasa, PNKP) (Shen et al., 2010), y el metabolismo (con el

gen que codifica la piridoxamina 5’-fosfato oxidasa, PNPO) (Mills et al., 2014; Pearl and

Gospe, 2014) (Figura 3).

A pesar de la gran variedad de mecanismos genéticos asociados con la epilepsia, cabe

destacar que la mayoría de los genes relacionados con esta enfermedad codifican proteínas

de subunidades de canales iónicos y una gran parte participa en la generación de otras

proteínas que integran esos canales (Weber and Lerche, 2008).

Los canales iónicos forman parte de los procesos de excitabilidad neuronal y, por lo

tanto, alteraciones de estas proteínas perturban el equilibrio en la comunicación entre

neuronas, resultando en descargas epilépticas (Lerche et al., 2005). Los canales iónicos

que principalmente se ven afectados en las epilepsias son los canales neuronales de sodio

y potasio (Figura 4).

El gen SCN1A, que codifica la subunidad alfa 1 del canal de sodio (Figura 4), es uno

de los genes más estudiados en las epilepsias infantiles. Se asocia principalmente con

el síndrome de Dravet (Claes et al., 2001), aunque también genera un fenotipo más leve

conocido como epilepsia generalizada con crisis febriles plus (GEFS+) (Scheffer et al.,

2009).
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Figura 3. Mecanismos genéticos en la epilepsia. Representación de las principales vías
sinápticas implicadas en las epilepsias genéticas (Modificado de McTague et al., 2016).

Figura 4. Canales neuronales de sodio y potasio. Representación de la estructura de
los principales canales iónicos y los genes que los codifican implicados en las epilepsias
genéticas.
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Otros genes que codifican para otras subunidades del canal de sodio neuronal también

se asocian con epilepsia (Meisler et al., 2010), como son: el gen que codifica la subunidad

beta 1, SCN1B (Wallace et al., 2002); el gen que codifica la subunidad alfa 2, SCN2A (Shi

et al., 2009); el gen que codifica la subunidad alfa 3, SCN3A (Holland et al., 2008); el gen

que codifica la subunidad alfa 8, SCN8A (Martin et al., 2007); y el gen que codifica la

subunidad alfa 9, SCN9A (Singh et al., 2009) (Figura 4).

Los genes KCNQ2 y KCNQ3, que codifican las subunidades del canal de potasio

neuronal (Figura 4), también dan lugar a una variedad de fenotipos epilépticos. Así,

variantes en KCNQ3 se han asociado a las convulsiones infantiles familiares benignas,

mientras que variantes en KCNQ2 se asocian con las encefalopatías epilépticas de inicio

temprano o las convulsiones infantiles familiares benignas (Kato et al., 2013; Singh et al.,

2003; Weckhuysen et al., 2012).

La variabilidad de la expresión clínica de mecanismos genéticos similares puede estar

determinada por otros factores modificadores, genéticos o ambientales, y por el tipo de

variante. En general, las variantes sin sentido, que producen un codón de parada y dan

lugar a una proteína más corta, y las variantes que afectan al procesamiento del ARNm

son más graves que las variantes puntuales, que producen un solo cambio de aminoácido.

Las anomalías genéticas asociadas a la epilepsia pueden ser heredadas de uno o

ambos padres (herencia dominante o recesiva, respectivamente), o pueden surgir de novo

ya sea en un gameto paterno (variantes en la línea germinal) o después de la fecundación

(variantes somáticas) (Evrony et al., 2015; Lindhout, 2008). También hay ejemplos de

herencia dominante de padres afectados levemente o incluso sanos (Depienne et al., 2010;

Gennaro et al., 2006).

Por tanto, es importante destacar que existe una gran heterogeneidad genética y clí-

nica en las epilepsias, debido a que diferentes mecanismos genéticos pueden conducir

a fenotipos o síndromes similares y mecanismos similares pueden resultar en diferentes

síndromes clínicos, lo que complica el diagnóstico (El Achkar et al., 2015).

1.2.2. Genética de los síndromes epilépticos en la infancia

Los síndromes epilépticos se clasifican en función de las características clínicas y de

su etiología (Berg et al., 2010). Por lo tanto, es clínicamente relevante comprender los
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diversos mecanismos genéticos de cada uno de estos síndromes, ya que podrían ayudar a

mejorar el diagnóstico, el tratamiento y el pronóstico.

1.2.2.1. Encefalopatías epilépticas

En los últimos años y gracias a las nuevas tecnologías, se ha incrementado la identifi-

cación de las causas genéticas asociadas a las EEs (Gursoy and Ercal, 2016; Thomas and

Berkovic, 2014). En la mayoría de los pacientes con este tipo de síndromes, las variantes

son de novo (Allen et al., 2013) y existe una gran heterogeneidad genotípica asociada a

cada síndrome (Michaud et al., 2014).

Dentro de las encefalopatías epilépticas destacamos el síndrome de Ohtahara (SO),

la encefalopatía mioclónica precoz (EMP), el síndrome de Dravet (SD), la epilepsia

de la infancia con crisis focales migratorias (EICFM) y los espasmos infantiles (EI)

(Mastrangelo and Leuzzi, 2012).

El síndrome de Ohtahara (SO) se asocia más frecuentemente con variantes en el gen

STXBP1 (Saitsu et al., 2008), pero en otros casos se relaciona con variantes en diferentes

genes, como KCNQ2 (Kato et al., 2013; Saitsu et al., 2012a), SCN2A (Nakamura et al.,

2013), ARX (Kato et al., 2010), SLC25A22 (gen que codifica el transportador de glutama-

to mitocondrial) (Molinari et al., 2009), CDKL5 (Mastrangelo and Leuzzi, 2012), PNPO

(Mills et al., 2014), CASK (gen que codifica una serina proteína quinasa dependiente de

calcio/calmodulina) (Saitsu et al., 2012c), y PIGA (gen que codifica la proteína fosfati-

dilinositol glicano clase A implicada en la biosíntesis de glicosilfosfatidilinositol (GPI))

(Kato et al., 2014).

La encefalopatía mioclónica precoz (EMP) se superpone fenotípica y genéticamente

con el síndrome de Ohtahara, asociándose con los mismos genes enumerados anterior-

mente para dicho síndrome.

El síndrome de Dravet (SD) es uno de los síndromes epilépticos genéticamente de-

terminado más estudiado. Se asocia con variantes en el gen SCN1A en el 70-80% de los

casos (Dravet and Oguni, 2013), aunque también se han identificado variantes en otros

genes como PCDH19, SCN1B, STXBP1, CHD2 (gen que codifica la helicasa con cromo-

dominio de unión 2), HCN1 (gen que codifica el canal 1 de sodio/potasio activado por

hiperpolarización), GABRA1 y GABRG2 (genes que codifican las subunidades alfa 1 y

gamma 2, respectivamente, del receptor del ácido gamma-aminobutírico) (Carvill et al.,
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2013; Carvill et al., 2014; Depienne et al., 2009; Nava et al., 2014; Patino et al., 2009;

Shi et al., 2010).

La epilepsia de la infancia con crisis focales migratorias (EICFM) es un síndrome aún

más heterogéneo. Mientras que variantes en KCNT1, gen que codifica la subunidad T1

del canal de potasio, representan alrededor de un tercio de los casos diagnosticados de

EICFM, otros casos son causados por variantes en SCN1A, SLC25A22, PLCB1 (gen que

codifica la fosfolipasa C beta 1), SCN2A, SCN8A, TBC1D24 (gen que codifica la proteína

24 con dominio TBC1 conservado), yQARS (gen que codifica la enzima glutaminil-ARNt

sintetasa) (Barcia et al., 2012; Carranza Rojo et al., 2011; Dhamija et al., 2013; Milh et

al., 2013; Ohba et al., 2014; Poduri et al., 2012; Poduri et al., 2013; Zhang et al., 2014a).

Los espasmos infantiles (EI) son una manifestación clínica común a diferentes tras-

tornos genéticos (Mastrangelo and Leuzzi, 2012; Paciorkowski et al., 2011), ya que son el

reflejo de una disfunción cerebral grave dependiente de la maduración, que puede resultar

de diferentes mecanismos fisiopatológicos. Por tanto, las etiologías genéticas de los EI se

superponen con las de otros síndromes epilépticos (Michaud et al., 2014).

Además de las variantes puntuales que afectan a un nucleótido también se han iden-

tificado variaciones en el número de copia (CNV) en genes específicos, en un pequeño

porcentaje de encefalopatías epilépticas incluyendo encefalopatías de inicio temprano, es-

pasmos infantiles y el síndrome de Lennox-Gastaut (SLG) (Epilepsy Phenome/Genome

and Epi4kconsortium, 2015; Mefford et al., 2011).

1.2.2.2. Convulsiones infantiles familiares benignas

Las CIFB constituyen un síndrome genéticamente heterogéneo (Zara et al., 2013). En

los mecanismos genéticos subyacentes se incluyen canalopatías (alteraciones en KCNQ2,

KCNQ3 y SCN2A) (Berkovic et al., 2004; Biervert et al., 1998; Charlier et al., 1998;

Heron et al., 2002; Singh et al., 1998), así como variantes en el gen PRRT2, codificante

de la proteína demembrana tipo 2 rica en prolina (Heron et al., 2012; Schubert et al., 2012).

1.2.3. Técnicas para la evaluación de la epilepsia genética

En la actualidad, existenmúltiples técnicas que pueden ser utilizadas para la evaluación

genética de pacientes con epilepsia (Tabla 1), aunque todavía no hay una sola tecnología

que sea rentable para detectar todos los mecanismos genéticos implicados en las epilepsias

(Poduri et al., 2014).
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Tabla 1. Ventajas y desventajas de diferentes estrategias de secuenciación disponibles en el
diagnóstico genético de la epilepsia (Poduri et al., 2014; Rodríguez-Santiago and Armengol,
2012).

Estrategia Indicación Ventajas Desventajas
Secuenciación
Sanger (gen a gen)

Síndromes asociados con un
gen o genes específicos

Muy precisa
Coste bajo
Alto rendimiento

No detección de
deleciones/duplicaciones
Rendimiento diagnóstico bajo en
trastornos genéticos heterogéneos

Secuenciación de
un panel genético

Síndromes asociados con
varios genes o síndromes no
claramente relacionados con
genes específicos

En síndromes con varios genes
candidatos es más eficiente y rápido
Se puede optimizar
Riesgo bajo de hallazgos con
significado incierto
Fácil manejo e interpretación de
datos

Diseño y rediseño necesarios para
añadir nuevos loci
No todas las pruebas disponibles
detectan deleciones/duplicaciones
Costoso

Secuenciación del
exoma

Síndromes epilépticos sin genes
asociados

Estudios no sesgados
Mismo experimento para cualquier
patología
Puede ser reinterpretado
Buena para detección de bajo
mosaicismo

Sesgos en la secuenciación
No da información de regiones no
codificantes
Cobertura de genes específicos no
garantizada
Posibilidad de hallazgos con
significado incierto
Costoso

Secuenciación del
genoma

Síndromes epilépticos sin genes
asociados

Evaluación de cambios en el
número de copia
Sin sesgos en la secuenciación
La mejor para detección de
variantes estructurales

Manejo e interpretación de datos
compleja
Posibilidad de hallazgos con
significado incierto
Costoso

Durante años, los estudios de ligamiento en familias (Escayg et al., 2000; Steinlein

et al., 1995) y la secuenciación de genes candidatos, como el gen SCN1A en pacientes

con síndrome de Dravet (Claes et al., 2001), han sido aproximaciones exitosas para el

estudio genético de las epilepsias. Sin embargo, estas estrategias tienen limitaciones y

dependen de la disponibilidad de un número elevado de afectos en cada familia, en el

caso de estudios de ligamiento, y de asociaciones previas de genes con la enfermedad

estudiada, en el caso de la secuenciación de genes candidatos, debido a que se crea un

sesgo hacia unos genes conocidos sin la posibilidad de identificar otros nuevos. Además,

la heterogeneidad genética de las epilepsias hace que la secuenciación gen a gen como

prueba diagnóstica sea poco práctica y muy costosa (Tabla 1).

La introducción de la secuenciación de nueva generación ha abierto nuevas perspec-

tivas diagnósticas para este tipo de síndromes epilépticos (Myers and Mefford, 2015).

Mediante esta nueva tecnología se pueden secuenciar: grupos de genes asociados con una

patología, mediante el uso de paneles genéticos (Coll et al., 2016; Della Mina et al., 2015;

Kwong et al., 2015; Lemke et al., 2012; Martin et al., 2014; Moller et al., 2016; Parrini

et al., 2017); y el exoma (parte del genoma formado por los exones) o el genoma (con-

junto de moléculas de ADN que caracterizan a un individuo) de un individuo de forma
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rápida y rentable (Allen et al., 2013; Epi4K, 2012; Veeramah et al., 2013). Este tipo de

secuenciación permite abordar la genética de las epilepsias a gran escala y sin necesidad

de tener hipótesis previas, sobre todo en el caso de las encefalopatías epilépticas infantiles

(Tabla 1).
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Objetivos

2.1. Objetivo general

El objetivo general de esta tesis se centra en la identificación de nuevos genes y

variantes implicados en las epilepsias de inicio en la edad pediátrica, con el fin de estudiar

el papel que juegan en la fisiopatología de la excitabilidad neuronal y mejorar la estrategia

terapéutica empleada en los pacientes. El fin más inmediato es trasladar a la práctica

clínica estos hallazgos y diseminar pruebas genéticas que sirvan para el diagnóstico de

estas enfermedades.

2.2. Objetivos concretos
1. Seleccionar pacientes que presenten algún tipo de epilepsia genética de inicio en

los dos primeros años de vida y recopilar la información clínica y muestras.

2. Diseñar un algoritmo genético que facilite el estudio de los pacientes con epilepsia

de inicio en los dos primeros años de vida.

3. Identificar los genes causantes de estas formas de epilepsia aplicando el algoritmo

experimental diseñado.

4. Analizar la rentabilidad de la aplicación del algoritmo genético diseñado en nuestra

serie de pacientes.
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Pacientes y Métodos

3.1. Pacientes

Se seleccionaron 115 pacientes diagnosticados de algún tipo de epilepsia de inicio en

los dos primeros años de vida y con sospecha de causa genética.

La recogida de información clínica de los pacientes y de sus familiares se realizó en

la Unidad de Epilepsia de la Fundación Jiménez Díaz, y a través de colaboraciones esta-

blecidas con otros hospitales gracias a la plataforma GEGEI (Grupo Español de Genética

de las Epilepsias de la Infancia) (www.gegei.es), iniciativa liderada por nuestro grupo.

Los criterios de inclusión de pacientes para el estudio han sido los siguientes:

• Inicio de las crisis epilépticas en los dos primeros años de vida.

• Pacientes sin alteraciones estructurales en el cerebro (resonancia magnética (RM)

normal).

• Pacientes sin anomalías metabólicas.

• Pacientes con cariotipo normal y/o resultados negativos mediante array-CGH (hi-

bridación genómica comparativa).

El estudio fue aprobado por el Comité Ético de la Fundación Jiménez Díaz y los

individuos reclutados firmaron el consentimiento informado correspondiente.

Para confirmar la patogenicidad de las variantes identificadas y no descritas anterior-

mente, se utilizó una población control (n=100 -165) de individuos sanos, sin epilepsia

y sin antecedentes familiares de esta enfermedad, en los que se analizaron las variantes

genéticas identificadas.

3.2. Métodos
3.2.1. Obtención de las muestras

Las muestras se obtuvieron del paciente y de ambos progenitores en los casos espo-

rádicos, y de todos los individuos disponibles (afectos y no afectos) en el caso de las

familias.

Se extrajeron 10 ml de sangre total periférica en tubos con el anticoagulante EDTA

(ácido etilendiaminotetraacético), para la posterior extracción de ADN genómico. En al-

gunos casos excepcionales, en los que fue imposible realizar una extracción de sangre,

se obtuvo una muestra de células bucales de la parte interior de las mejillas, utilizan-

do una escobilla bucal Buccal Swab Brushes (Epicentre), para aislar posteriormente el

ADN genómico.
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Para el estudio de las variantes cuyo efecto pudiera alterar el procesamiento delARNm,

se recogió una muestra de sangre total periférica en un tubo PAXgene (PreAnalytiX), que

contiene una solución estabilizadora (combinación de reactivos registrada basada en

una tecnología para la estabilización del ARN patentada por el fabricante) que evita la

degradación del ARN, para la obtención de ARN total.

3.2.1.1. Procesamiento de las muestras para estudio molecular

3.2.1.1.1. Aislamiento de ácidos nucleicos

La extracción del ADN genómico a partir de una muestra de sangre total periférica se

realizó mediante un extractor automáticoMagNA Pure Compact (Roche Life Science) y el

kit comercialMagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation (Roche Life Science), basado

en la purificación de ADN mediante bolas magnéticas, utilizado según las instrucciones

del fabricante.

La extracción del ADN genómico a partir de células bucales se realizó incubando

previamente la escobilla bucal con proteinasa K (Roche Life Science) a una concentración

final de 1,6 mg/ml y 200 μl del tampón de lisis MagNA Pure DNA Tissue Lysis Buffer

(Roche Life Science) durante toda la noche a 56 oC, para posteriormente utilizar el

extractor MagNA Pure Compact (Roche Life Science).

Para la extracción del ARN total a partir de una muestra de sangre total periférica, se

empleó el sistema comercial PAXgene Blood RNA (Qiagen), según las instrucciones del

fabricante.

3.2.1.1.2. Cuantificación de ácidos nucleicos

La cuantificación y la pureza de los ácidos nucleicos, una vez aislados de las mues-

tras, se analizó en un espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific),

siguiendo las instrucciones del fabricante y teniendo en cuenta la relación de absorban-

cias A260/280 y A260/230, cuyo rango óptimo para que los ácidos nucleicos tengan buena

calidad es de 1,8-2,0 y 2,0-2,2, respectivamente.

Las muestras que posteriormente se analizaron con técnicas moleculares genéticas

de última generación (secuenciación masiva), fueron cuantificadas por espectrofluoro-

metría mediante el kit comercial Quant-iT™ PicoGreen® dsAADNssay Kit (Invitrogen),

siguiendo las recomendaciones del fabricante, en un luminómetro Infinite F200 (TECAN).
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El proceso implica la creación de una recta patrón a partir de diluciones seriadas de ADN

de concentración inicial conocida y la interpolación en esta recta de los valores de fluo-

rescencia obtenidos en las muestras a cuantificar.

3.2.2. Técnicas moleculares

3.2.2.1. Técnicas de amplificación de ADN

3.2.2.1.1. Amplificación de ADN genómico

Para el estudio dirigido de los genes asociados previamente en la literatura a deter-

minados síndromes epilépticos se amplificaron las regiones de interés usando la técnica

de reacción en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction) (Mullis and

Faloona, 1987).

Los exones de cada gen, junto con las zonas de unión exón-intrón (incluyendo las

secuencias aceptoras y donadoras de sitios implicados en el procesamiento del ARNm) y

las regiones reguladoras no codificantes en posición 5’ y 3’ se amplificaron en un termoci-

clador Veriti (Applied Biosystem) con cebadores específicos diseñados mediante la apli-

cación informática Primer3 (bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3), a partir de

las secuencias de la base de datos pública Ensembl (www.ensembl.org) (Tablas S1-S11,

Anexo I).

La reacción de amplificación mediante PCR se llevó a cabo en un volumen final de

20 μl con concentraciones finales de 1,5 mM de MgCl2 (Promega), 200 μM de dNTPs

(desoxinucleótidos trifosfatos) (GE Healthcare Life Sciences), 1,25 µM de cada cebador

(F, forward o directo, y R, reverse o inverso) (Sigma-Aldrich) específicos de la región del

gen a amplificar, 1 U GoTaq® DNA Polymerase (Promega) y 0,02 μg de ADN genómico.

En algunos casos fue necesario incorporar a la mezcla de reacción 20% de GC Rich

(Roche Life Science) o 10% de DMSO (dimetilsulfóxido) (AppliChem) para facilitar la

amplificación de ciertas zonas del ADN genómico, evitando la formación de estructuras

secundarias (Tablas S1-S11, Anexo I).

La reacción de amplificación incluyó una desnaturalización inicial a 94 oC durante 5

minutos, seguida de 35 ciclos con tres fases cada uno: fase de desnaturalización a 94 oC

de 30 segundos; fase de hibridación a la temperatura calculada para cada par de cebadores

específicos (temperatura de hibridación (Th)), que permite la unión de cada pareja de
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cebadores con su secuencia complementaria en el ADN (Tablas S1-S11, Anexo I), durante

1 minuto; y fase de elongación a 72 oC de 30 segundos. Completados los 35 ciclos de PCR

se produce una elongación final a 72 oC de 6 minutos y la parada de la reacción a 4 oC.

3.2.2.1.2. Amplificación de ADNc

El ADNc (ADN complementario) se obtuvo con la reacción en cadena de la poli-

merasa utilizando transcriptasa inversa o reversa (RT-PCR) a partir de 1 µg de ARN

total (extraído de sangre total periférica) mediante el sistema de transcripción inversa

ImProm-II (Promega) y un cebador de polideoxitimidina (oligo(dT)) complementario a

la terminación poliadenilada del ARNm, según las recomendaciones del fabricante.

El ARN total y el cebador oligo(dT) se incubaron durante 5 minutos a 70 oC para

su desnaturalización y 5 minutos en hielo para evitar la renaturalización. Posteriormente,

se añadieron 4 μl de tampón 5X ImProm-II (Promega) que es una solución registrada

encargada de regular el pH de la reacción para una mayor especificidad de la enzima,

2,4 μl de MgCl2, 1 μl de dNTPs, 0,5 μl del inhibidor de ribonucleasas (Promega) y 1 μl

de enzima RT (retrotranscriptasa) ImProm-II (Promega).

La retrotranscripción se realizó en un termociclador Veriti (Applied Biosystems),

incubándose durante 5 minutos a 25 oC para permitir la unión del cebador a su secuencia

complementaria, 60 minutos a 45 oC, lo que corresponde a la fase de síntesis del ADNc,

y 15 minutos a 70 oC para detener la reacción de transcripción inversa.

El ADNc obtenido se amplificó mediante PCR con cebadores específicos, diseñados

con la aplicación informática Primer3 (bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3),

a partir de las secuencias de la Base de Datos Pública Ensembl (www.ensembl.org)

(Tabla 2), y siguiendo las mismas condiciones que con el ADN genómico (apartado

3.2.2.1.1 de Pacientes y Métodos).

Tabla 2. Cebadores diseñados para la amplificación del fragmento de ADNc que incluye la
región comprendida entre el exón 11 y el exón 16 del gen STXBP1 (secuencia de referencia
ENST0000373302).

GEN EXÓN NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

Th (oC)

STXBP1 11-16 STXBP1-11_16F GAAGTCACCCGGTCTCTGAA STXBP1-11_16R CACCGTGAGAGCTGGTAGGT 64
Th: temperatura de hibridación.
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3.2.2.2. Electroforesis y purificación de los fragmentos de ADN amplificados

El producto amplificado por PCR a partir del ADN del paciente fue testado mediante

electroforesis en un gel de agarosa al 3% en TAE 1X teñido con SYBR® Safe (Life

Technologies).

La mayoría de los exones se purificaron con el kit comercial illustra™ ExoStar™

1-Step (GE Healthcare Life Sciences), que elimina los nucleótidos y cebadores no incor-

porados mediante una mezcla de fosfatasa alcalina y exonucleasa I.

En aquellos exones donde no se consiguieron las condiciones apropiadas para evitar

bandas inespecíficas, se escindió la banda correspondiente al tamaño del producto de

PCR esperado y se purificó empleando el kit comercial SpeedTools PCR Clean-up kit

(Biotools), basado en la lisis alcalina y posterior unión del ADN a una membrana de sílice

para su posterior elución.

3.2.2.3. Secuenciación directa de ADN

La secuenciación directa de cada fragmento amplificado se realizó empleando el méto-

do enzimático de terminación de cadena de ADN por incorporación de dideoxinucleótidos

trifosfatos (ddNTPs) descrito por Sanger (Sanger et al., 1977).

En la reacción de secuenciación se utilizó ADN purificado (90-120 ng) correspon-

diente al producto amplificado por PCR y purificado, un cebador sintético no fluorescente

diseñado para la reacción de amplificación y el kit comercial BigDye® Terminator v3.1

Cycle Sequencing (Applied Biosystems), que incorpora dNTPs (90%), ddNTPs (10%),

tampón de la Taq polimerasa a 1X con 15 mM de MgCl2 y 1 U de AmpliTaq Gold

polimerasa, a un volumen final de 20 μl.

La reacción de secuenciación incluyó 25 ciclos con tres fases cada uno: fase de

desnaturalización a 95 oC de 10 segundos; fase de hibridación a 50 oC de 5 segundos; y

fase de elongación a 60 oC de 4 minutos. Los ciclos de secuenciación se programaron en

un termociclador Veriti (Applied Biosystems).

El producto obtenido en la reacción de secuenciación se purificó mediante el sistema

comercial Centri-Sep™ (Applied Biosystems), basado en la filtración en gel del producto

secuenciado, proporcionando la recuperación de fragmentos de ADN con tamaños supe-

riores a 16 pares de bases, permitiendo una eficaz eliminación de dNTPs y ddNTPs no
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incorporados durante la reacción y otras impurezas de bajo peso molecular. El producto

purificado se mezcló con formamida 1X (AMRESCO) para mantener la desnaturalización

de las secuencias de ADNhasta su resolución por electroforesis capilar en un secuenciador

automático ABI Prism® 3130 xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems) y su posterior

análisis con el programa Chromas 2.3 (Griffith University).

3.2.2.4. Amplificación de múltiples sondas dependientes de ligación (MLPA)

El estudio de deleciones y duplicaciones de exones de un gen, no detectables por téc-

nicas de secuenciación convencionales, se realizó mediante la técnica de amplificación de

múltiples sondas dependientes de ligación (MLPA, Multiplex Ligation-dependent Probe

Amplification) (Schouten et al., 2002), utilizando una salsa (mezcla de sondas) específica

para cada caso.

Cada sonda consiste en dos oligonucleótidos que hibridan adyacentemente al ADN

genómico. El oligonucleótido 1 contiene en la región 5’ el cebador F (forward o directo)

y el oligonucleótido 2 contiene una región no complementaria al genómico que actúa de

elongador y en la región 3’ el cebador R (reverse o inverso) (Figura 5).

Figura 5. Representación gráfica de una sonda de MLPA.

En este estudio se han empleado kits comerciales de sondas deMLPA (MRC-Holland)

específicas (salsas) para un síndrome epiléptico (Tabla 3).

Tabla 3. Salsas de MLPA (MRC-Holland) empleadas en el estudio.

Diagnóstico Clínico Región Salsa
Epilepsia SCN1A 2q24.3 P137
Epilepsia (EFMR) PCDH19 Xq22.1 P330
Síndrome de Rett atípico CDKL5 Xp22, ARX Xp22.1, NTNG1 1p13.3 P189

El protocolo de esta técnica consta de 4 fases: 1) Desnaturalización deADNgenómico;

2) Hibridación de las sondas al ADN genómico; 3) Ligación de las sondas; 4) Reacción

de amplificación de las sondas (Figura 6).
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Se añadió formamida 1X (AMRESCO) al producto amplificado y el marcador de peso

molecular GeneScan-500LIZ (Applied Biosystems), para a continuación ser resuelto por

electroforesis capilar en un secuenciador automáticoABI Prism® 3130 xlGenetic Analyzer

(Applied Biosystems). El análisis y normalización de los resultados fue llevado a cabo

mediante el programa informático Coffalyser (MRC-Holland).

Figura 6. Esquema de la reacción de MLPA (modificada de MRC-Holland).

3.2.2.5. Secuenciación masiva o de nueva generación (NGS)

3.2.2.5.1. Panel de genes de epilepsia

3.2.2.5.1.1. Diseño de un panel de genes de epilepsia

El diseño del panel multigénico de epilepsia se realizó mediante la herramienta infor-

mática SureDesign (Agilent Technologies) (www.agilent.com/genomics/suredesign)

e incluye genes asociados a diferentes tipos de síndromes epilépticos según la base de

datos OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) (www.ncbi.nlm.nih.gov/omim).

El diseño comprende las regiones exónicas y las regiones de unión exón-intrón (máximo

100 pb).

Se diseñaron dos paneles de 83 genes (panel 1) (Tabla 4) y de 106 genes (panel 2)

(Tabla 5). Este último incluía nuevos genes relacionados con epilepsia y excluía otros

utilizados en el primer diseño.

Teóricamente, el panel 1 incluía 17612 amplicones cubriendo 873,721 Mpb que co-

rresponde a un 99,42% de la región de interés y el panel 2 incluía 19597 amplicones, 1105

Mpb y un 99,78%. Las regiones no cubiertas se re-secuenciaron mediante secuenciación

Sanger.
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Tabla 4. Genes relacionados con las epilepsias infantiles incluidos en el 1er panel diseñado.

Gen Coordenadas genómicas Gen Coordenadas genómicas
ALDH7A1 cr5:125880557-125930990 KCNQ2 cr20:62037897-62103916
ARHGEF9 crX:62854747-63005513 KCNQ3 cr8:133141409-133492879
ARX crX:25022687-25033954 KCTD7 cr7:66093952-66105481
ATP1A2 cr1:160085552-160111212 LGI1 cr10:95517802-95557660
BRD2 cr6:32940576-32948595 MAGI2 cr7:77648532-79082736
CACNA1A cr19:13318027-13617138 MAPK10 cr4:86938281-87115654
CACNA1B cr9:140772286-141016551 MBD5 cr2:149216228-149270610
CACNA1E cr1:181452781-181768070 ME2 cr18:48422091-48473654
CACNA1H cr16:1203638-1271094 MECP2 crX:153295718-153363222
CACNB4 cr2:152695533-152955625 MFSD8 cr4:128841685-128886388
CDKL5 crX:18525117-18671764 NEU1 cr6:31827396-31830653
CLCN2 cr3:184064294-184079367 NHLRC1 cr6:18121550-18122937
CLN3 cr16:28488737-28503180 NTNG1 cr1:107691116-108023562
CLN5 cr13:77565987-77575204 PCDH19 crX:99551175-99663695
CLN6 cr15:68500378-68522022 PLCB1 cr20:8113199-8862596
CLN8 cr8:1703844-1734838 PNKP cr19:50364405-50370561
COL4A1 cr13:110802610-110959474 PNPO cr17:46018942-46024248
CSTB cr21:45193983-45196250 POLG cr15:89859882-89877085
CTSD cr11:1774633-1785189 PPP1R3C cr10:93389584-93392826
CHRNA2 cr8:27319046-27328675 PPT1 cr1:40539633-40563010
CHRNA4 cr20:61977990-61992617 PRICKLE1 cr12:42853511-42866418
CHRNB2 cr1:154540421-154548508 PRICKLE2 cr3:64084627-64184703
DCX crX:110544815-110654302 PRRT2 cr16:29824276-29826059
EFHC1 cr6:52285109-52357239 SCARB2 cr4:77082766-77134796
EPM2A cr6:145822619-146057260 SCN1A cr2:166847655-166930231
FOXG1 cr14:29236386-29238055 SCN1B cr19:35521625-35530705
FOXP1 cr3:71008298-71247632 SCN2A cr2:166152234-166246434
GABRA1 cr5:161277717-161324528 SCN2B cr11:118037502-118047246
GABRB3 cr15:26792840-27018971 SCN5A cr3:38591712-38674898
GABRD cr1:1950763-1961821 SCN8A cr12:52056502-52201313
GABRG2 cr5:161494906-161580474 SCN9A cr2:167055082-167168366
GBA cr1:155204686-155211003 SLC25A22 cr11:791815-795106
GLB1 cr3:33038437-33138677 SLC2A1 cr1:43392612-43424422
GPR56 cr16:57684100-57697594 SMS crX:21958843-22012569
GPR98 cr5:89854613-90459817 SPTAN1 cr9:131328920-131395713
GRIN2A cr16:9856906-10274368 SRPX2 crX:99901220-99926084
GRIN2B cr12:13715617-14019242 STXBP1 cr9:130374583-130453236
HEXA cr15:72636318-72668413 SYN1 crX:47432163-47479227
HEXB cr5:73980986-74017100 TPP1 cr11:6635677-6640731
KCNA1 cr12:5020445-5022132 TSC1 cr9:135771522-135804359
KCNJ10 cr1:160011083-160012422 TSC2 cr16:2098517-2138711
KCNMA1 cr10:78646924-79397500
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Tabla 5. Genes relacionados con las epilepsias infantiles incluidos en el 2 o panel diseñado.

Gen Coordenadas genómicas Gen Coordenadas genómicas
ALDH5A1 cr6:24495187-24533950 KCNH6 cr17:61600685-61623273
ALDH7A1 cr5:125880647-125931092 KCNQ1 cr11:2466211-2870350
ALG13 crX:110924336-111003237 KCNQ2 cr20:62037987-62104003
ALG3 cr3:183960292-183967323 KCNQ3 cr8:133141499-133493014
ANO4 cr12:101188364-101520858 KCNT1 cr9:138594021-138684017
ARFGEF2 cr20:47538265-47649746 LGI1 cr10:95517556-95557570
ARHGEF17 cr11:73019653-73078835 MAGI2 cr7:77648622-79082900
ARHGEF9 crX:62857898-63005436 MBD5 cr2:148778570-149270520
ARX crX:25022777-25034075 MECP2 crX:153295808-153363198
ATP1A2 cr1:160085510-160111122 NBEA cr13:35516414-36245138
CACNA1A cr19:13318117-13617284 NEDD4L cr18:55711600-56063511
CACNA1H cr16:1203231-1271004 NEU1 cr6:31827486-31830719
CACNA2D2 cr3:50402087-50540902 NHLRC1 cr6:18121640-18122847
CASK crX:41379663-41782297 NTNG1 cr1:107682619-108023472
CBL cr11:119076976-119170501 P2RX2 cr12:133195356-133198568
CDKL5 crX:18443715-18671674 PCDH19 crX:99551265-99665281
CHD2 cr15:93443541-93567945 PIGA crX:15339618-15353686
CHRNA2 cr8:27319136-27336823 PIGN cr18:59713079-59854299
CHRNA4 cr20:61978080-61992758 PIGO cr9:35089079-35096608
CHRNB2 cr1:154540247-154548418 PIGQ cr16:619958-633644
CNTN2 cr1:205012330-205042903 PLCB1 cr20:8112902-8862506
CSNK1G1 cr15:64464120-64648452 PNKP cr19:50364495-50370832
CSTB cr21:45194073-45196266 PNPO cr17:46018879-46024158
DCX crX:110544905-110655470 POLG cr15:89859972-89878036
DEPDC5 cr22:32149927-32302493 PRRT2 cr16:29823399-29827212
DNM1 cr9:130965653-131017003 RBFOX1 cr16:6069122-7760757
EFHC1 cr6:52284984-52360593 RBFOX3 cr17:77086955-77512240
ELP4 cr11:31531287-31805082 RYR3 cr15:33603167-34157437
EPM2A cr6:145946821-146057001 SCN10A cr3:38738830-38835511
FASN cr17:80037009-80056116 SCN1A cr2:166847745-167005652
FLNA crX:153577207-153603016 SCN1B cr19:35521582-35530615
FOXG1 cr14:29236268-29239493 SCN2A cr2:166095902-166246344
FOXP1 cr3:71008388-71633150 SCN2B cr11:118037592-118047347
FOXP2 cr7:113726355-114333837 SCN5A cr3:38591802-38691174
GABBR2 cr9:101052856-101471489 SCN8A cr12:51985010-52201223
GABRA1 cr5:161274187-161324438 SCN9A cr2:167055172-167232507
GABRB3 cr15:26792930-27018945 SHANK3 cr22:51113060-51169750
GABRD cr1:1950758-1961731 SLC25A12 cr2:172641774-172750826
GABRG2 cr5:161494638-161580384 SLC25A22 cr11:791905-798279
GNAO1 cr16:56225241-56388975 SLC2A1 cr1:43392702-43424857
GPR56 cr16:57653900-57697504 SLC35A2 crX:48760705-48769245
GRIN1 cr9:140033599-140062304 SPTAN1 cr9:131314827-131395623
GRIN2A cr16:9856996-10276621 SRPX2 crX:99899153-99925994
GRIN2B cr12:13715707-14133032 ST3GAL3 cr1:44173194-44396847
HCN2 cr19:589883-616484 STX1B cr16:31004132-31021839
HEXA cr15:72636408-72668530 STXBP1 cr9:130374476-130453146
HEXB cr5:73980959-74017010 SYN1 crX:47432253-47479266
HNRNPU cr1:245017742-245027837 SYNGAP1 cr6:33387837-33419693
IQSEC2 crX:53263391-53350532 SZT2 cr1:43855546-43916161
KCNA1 cr12:5019063-5027432 TBC1D24 cr16:2525137-2550969
KCNA2 cr1:111136505-111174106 TPP1 cr11:6635767-6640702
KCND2 cr7:119913712-120387922 ULK1 cr12:132379269-132405916
KCNH2 cr7:150642443-150675412 ULK2 cr17:19679652-19771249
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3.2.2.5.1.2. Preparación y secuenciación de librerías genómicas

Para la obtención de las librerías se utilizó un kit de enriquecimiento en solu-

ción de HaloPlex (Agilent Technologies) (Figura 7), siguiendo las recomendaciones del

fabricante.

Figura 7.Representacióndel protocolo de la tecnologíaHaloPlex
(Agilent Technologies) para el diseño de las librerías.

El ADN genómico fue fraccionado con una mezcla de 16 enzimas de restricción dife-

rentes y los fragmentos obtenidos se hibridaron con sondas especificas biotiniladas, para

enriquecer ciertas zonas genómicas que engloban los genes de interés, y los adaptadores

necesarios para la posterior secuenciación. Las sondas de HaloPlex están diseñadas para

unirse a regiones dianas del genoma y para dirigir la circularización de los fragmentos de

ADN.

Tras la re-circularización de los fragmentos de ADN, se procedió a la captura de

dichos fragmentos mediante bolas magnéticas con estreptavidina que se unen a las sondas

biotiniladas. Posteriormente se realizó la amplificación por PCR y purificación de las

librerías obtenidas.

La secuenciación de las librerías se realizó en un secuenciador de nueva generación

MiSeq (Illumina) (Figura 8), cuya tecnología se basa en la secuenciación por síntesis

(SBS). Se aceptó una tasa de error de 1:1000 al seleccionar como valor umbral de calidad

de secuencia un Q-score de 30. El servicio de secuenciación se llevó a cabo en la Unidad

de Genómica del Parque Científico de Madrid.
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3.2.2.5.1.3. Análisis bioinfórmatico de las secuencias del panel de genes

Los archivos fastq (datos “crudos” o no procesados) obtenidos del secuenciador han

sido analizados mediante una serie de programas bioinformáticos personalizados y es-

pecíficos para la tecnología HaloPlex, dentro de la plataforma DNAnexus y mediante el

software SureCall (Agilent Technologies) (Figura 8).

Figura 8. Representación esquemática del algoritmo experimental adoptado para la iden-
tificación de variantes mediante un panel multigénico de epilepsia. Las muestras de ADN
genómico fueron procesadas por el sistemaHaloPlex y se secuenciaron en un secuenciadorMiSeq
(Illumina). A continuación, los datos de secuenciación se analizaron mediante una serie de herra-
mientas bioinformáticas.

En primer lugar, a las lecturas obtenidas se les realizó un control de calidad, ge-

nerándose un resumen estadístico de los datos mediante la herramienta bioinformá-

tica PRINSEQ-lite 0.20.3, para después ser alineadas con el genoma humano de re-

ferencia (GRCh37/hg19) (hgdownload.cse.ucsc.edu) mediante el algoritmo BWA

(Burrows-Wheeler Aligner) mem 0.7.5a (Li and Durbin, 2009). A continuación, las lec-

turas se indexaron con SAMtools 0.1.19 y Picard CalculateHsMetrics 1.97, para ser

sometidas a la identificación de variantes respecto al genoma de referencia median-

te las herramientas bioinformáticas GATK (Genome Analysis Toolkit) (DePristo et al.,

2011; McKenna et al., 2010; Van der Auwera et al., 2013) y Freebayes (Garrison and
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Marth, 2012) (ambos de la plataforma DNAnexus), y BAQ (Base Alignment Quality)

SNP caller (SureCall). Una vez anotadas las variantes con Variant Effect Predictor v72

(www.ensembl.org/info/docs/tools/vep), se realizaron filtros de patogenicidad y

se confirmaron mediante secuenciación Sanger y análisis de segregación (Figura 8).

3.2.2.5.2. Secuenciación exómica

La secuenciación exómica y el análisis bioinformático de los archivos obtenidos se

realizó en el Centro Nacional de Análisis Genómico (CNAG). Las tablas de variantes

totales generadas en el CNAG se analizaron mediante la utilización de diferentes filtros y

dentro del contexto clínico que presentaba cada paciente.

3.2.2.5.2.1. Preparación y secuenciación de librerías genómicas

Para la preparación de las librerías se utilizó el kit comercial Agilent Human All Exon

50Mb v5 (Agilent Technologies), siguiendo el protocolo SureSelect de Agilent para la

secuenciación en plataformas Illumina.

En resumen, el ADN genómico se fragmentó por ultrasonidos en un sonicador

Covaris™ E210 (Covaris). Los fragmentos de ADN obtenidos (150-300 pb) se repa-

raron por los extremos y se hibridaron con los adaptadores necesarios para la posterior

secuenciación y sondas específicas biotiniladas, en un termociclador Thermal Cycler

2720 (Applied Biosystems) durante 24 horas a 65 oC. La mezcla de hibridación se puri-

ficó en presencia de bolas magnéticas de estreptavidina Dynabeads MyOne Streptavidin

T1 (Life Technologies) que capturan las sondas biotiniladas. Posteriormente se realizó la

amplificación por PCR y purificación de las librerías obtenidas (Figura 9).

La secuenciación de las librerías se realizó en un secuenciador de nueva generación

HiSeq 2000 (Illumina), cuya tecnología se basa en la secuenciación por síntesis (SBS)

(Figura 9). El análisis de las secuencias, la identificación de las bases y la calificación

de calidad de esa identificación de bases, se procesaron con la herramienta informática

Real Time Analysis (RTA 1.13.48, HCS 1.5.15.1) seguido por la generación de archivos

de secuencia fastq por CASAVA.

40

www.ensembl.org/info/docs/tools/vep


Pacientes y Métodos

Figura 9. Representación del protocolo de la tecnología SureSelect (Agilent Technologies)
para el diseño y secuenciación de las librerías.

3.2.2.5.2.2. Análisis bioinfórmatico de las secuencias del exoma

Los archivos fastq (secuencias con el dato de calidad) obtenidos del secuenciador se

alinearon con el genoma humano de referencia (GRCh37/hg19) mediante el algoritmo

BWA (Burrows-Wheeler Aligner) mem v0.7.8 (Li and Durbin, 2009). A continuación,

las secuencias se indexaron y comprimieron con Picard CalculateHsMetrics 1.97, para

ser sometidas a la identificación de variantes respecto al genoma de referencia mediante

la herramienta bioinformática GATK (Genome Analysis Toolkit) Haplotype Caller v3.3

(DePristo et al., 2011; McKenna et al., 2010; Van der Auwera et al., 2013), tomando como

valor umbral de calidad de secuencia un Q-score de 30. Las variantes se anotaron usando

SnpEFF v3.6 y SnpSift v1.3, ambas obtenidas en snpeff.sourceforge.net.
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3.2.2.6. Priorización y análisis de variantes

Las variantes identificadas por los diferentesmétodos de secuenciación fueron filtradas

para excluir: 1) variantes que tenían una frecuencia del alelomenos común (MAF) superior

al 1% en la población de referencia; 2) variantes sinónimas o intrónicas de las que no se

conoce ningún efecto funcional; o 3) variantes no patogénicas (Figura 10).

Figura 10. Algoritmo para la priorización de las varian-
tes obtenidas tras la secuenciación.MAF es la frecuencia
del alelo menos común en la población de referencia.

En primer lugar, se excluyeron las variantes conMAF superior al 1%según las siguien-

tes bases de datos: dbSNP (www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP), 1000 Genomes

Project (1000genomes.org), Exome Sequencing Project (evs.gs.washington.edu/

EVS) y Exome Aggregation Consortium (exac.broadinstitute.org). En segundo lu-

gar, se eliminaron aquellas variantes sinónimas e intrónicas de las que no se conocen

efectos funcionales. En tercer lugar, se realizaron predicciones de la patogenicidad de

las variantes mediante la utilización de una serie de herramientas bioinformáticas como

Polyphen2 (genetics.bwh.harvard.edu/pph2) (Adzhubei et al., 2010), SIFT (sift.

bii.a-star.edu.sg) (Kumar et al., 2009), Mutation Taster (www.mutationtaster.

org) (Schwarz et al., 2010) y Human Splicing Finder (www.umd.be/HSF) (Desmet et al.,

2009) (Figuras 8 y 10).

Polyphen2 (Polymorphism Phenotyping version 2) clasifica las variantes en benignas

(puntuación menor que 0,15), posiblemente patogénicas (puntuación entre 0,15 y 0,85)

y probablemente patogénicas (puntuación mayor que 0,85), de acuerdo al impacto que

produce la sustitución del aminoácido en la conservación de la secuencia y la estructura

de la proteína. SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) clasifica las variantes en función
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de la homología de secuencia, como no tolerada (puntuación menor que 0,05) y tolerada

(puntuación mayor o igual que 0,05).Mutation Taster se utiliza para analizar la patogeni-

cidad de las variantes que incluyen codones de parada o producen alteración en el marco

de lectura, que no pueden ser analizadas por Polyphen2 y SIFT. Human Splicing Finder

(HSF) analiza el posible efecto de las variantes en sitios implicados en el procesamiento

del ARNm (sitio donador, sitio aceptor y sitios crípticos).

También se priorizaron las variantes utilizando la aplicación Exomiser (www.sanger.

ac.uk/resources/databases/exomiser) (Robinson et al., 2014) (Figura 8), una he-

rramienta bioinformática que anota y prioriza variantes usando criterios como el MAF de

la población de referencia, la patogenicidad, el patrón de herencia y el fenotipo, unificando

los datos obtenidos fundamentalmente con:Mutation Taster (Schwarz et al., 2010), SIFT

(Kumar et al., 2009), Polyphen2 (Adzhubei et al., 2010) y Genomic Evolutionary Rate

Profiling (GERP) (Cooper et al., 2005).

Se seleccionaron una serie de variantes priorizadas de cada paciente según el diag-

nóstico clínico inicial y se validaron mediante secuenciación Sanger.

Por último, se realizaron estudios de segregación familiar, para confirmar si la variante

segrega con la enfermedad, y el patrón de herencia (variante de herencia dominante o re-

cesiva, o variante de novo al no estar presente en los familiares analizados), y se analizaron

las variantes en nuestra serie de individuos controles para confirmar su patogenicidad.
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Resultados

4.1. Clasificación clínica de los pacientes

Los pacientes seleccionados (n =115) según los criterios de inclusión del estudio

(pacientes con inicio de las crisis en los dos primeros años de vida, sin alteraciones

estructurales y/o anomalías metabólicas, y con pruebas adicionales negativas como cario-

tipo y array-CGH) se clasificaron según el diagnóstico clínico asignado estableciéndose

varios grupos (Tabla 6). En el grupo de encefalopatía epiléptica de inicio temprano (EEIT)

se clasificaron los pacientes en los que las crisis se iniciaron en el primer mes de vida, y

en el grupo de encefalopatía epiléptica inclasificable (EEI) se incluyeron los pacientes de

los que no se disponía de suficiente información clínica o el fenotipo no correspondía a

ningún síndrome reconocido por la ILAE (Tabla 6).

Tabla 6. Clasificación de pacientes según el diagnóstico clínico

Diagnóstico clínico n %
Espasmos infantiles (EI) 23 20%
Síndrome de Dravet (SD) 16 14%
Encefalopatía epiléptica de inicio temprano (EEIT)a 11 9,6%
Convulsiones infantiles familiares benignas (CIFB) 9 7,8%
Epilepsia mioclónica astática (EMA) 3 2,6%
Epilepsia de la infancia con crisis focales migratorias (EICFM) 1 0,8%
Encefalopatía epiléptica inclasificable (EEI) 52 45,2%
aEn encefalopatía epiléptica de inicio temprano se incluyen el síndrome de Ohtahara (SO) y la encefalopatía
mioclónica precoz (EMP).

El 45,2% de los pacientes presentaban una encefalopatía epiléptica de tipo inclasi-

ficable, mientras que el 54,8% restante tenían síndromes epilépticos específicos como

son: los espasmos infantiles (23/115); el síndrome de Dravet (16/115); las encefalopatías

epilépticas de inicio temprano (11/115), donde se incluye el síndrome de Ohtahara y la

encefalopatía mioclónica precoz; las convulsiones infantiles familiares benignas (9/115);

la epilepsia mioclónica astática (3/115); y la epilepsia de la infancia con crisis focales

migratorias (1/115) (Tabla 6).

4.2. Identificación de variaciones genéticas en epilepsias
infantiles

Una vez seleccionados los pacientes se procedió a su estudio genético aplicando el

siguiente algoritmo experimental (Figura 11), con el fin de identificar nuevos genes y

variantes patogénicas implicadas en las epilepsias de inicio en la edad pediátrica.
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Figura 11. Algoritmo experimental utilizado para el estudio genético de los pacientes
con epilepsia de inicio en la edad pediátrica.

4.2.1. Identificación de variantes mediante secuenciación de genes
candidatos

En pacientes con síndrome de Dravet (15/115) se analizaron los genes SCN1A,

GABRG2, PCDH19, SCN2A y SCN1B. En pacientes con espasmos infantiles (11/115)

se estudiaron los genes STXBP1, ARX, CDKL5, FOXG1 yMECP2. Del mismo modo, en

aquellos pacientes diagnosticados de encefalopatía epiléptica de inicio temprano (9/115)

se llevó a cabo un análisis de los genes STXBP1, ARX y SCN2A. Por último, en las fa-

milias con convulsiones infantiles familiares benignas (9/115) se analizó el gen PRRT2.

En algunos pacientes con encefalopatía epiléptica inclasificable (27/115), inicialmente y

atendiendo a algunas de sus características clínicas (tipos de crisis, edad de inicio o patrón

de EEG) se realizó una primera aproximación genética analizando alguno de los genes

mencionados anteriormente.

La secuenciación de los genes candidatos se llevó a cabo en 71 (61,7%) de los

115 pacientes, identificándose 15 variantes patogénicas en 20 (28,2%) pacientes. Se

identificaron: 9 variantes en el gen SCN1A en 8 pacientes con síndrome de Dravet y en un
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paciente con encefalopatía epiléptica inclasificable; una variante puntual y una deleción

en heterocigosis en el gen PCDH19 en una niña con síndrome de Dravet y en una niña

con una encefalopatía epiléptica de tipo inclasificable, respectivamente; una variante en

el gen STXBP1 que afecta al procesamiento del ARNm en un paciente con síndrome de

Ohtahara; y 3 variantes en el gen PRRT2 en 8 pacientes con diagnóstico de convulsiones

infantiles familiares benignas. Todas estas variantes son explicadas a continuación.

4.2.1.1. Variantes en el gen SCN1A

El análisis del gen SCN1A se realizó en 21 pacientes. La mayoría de los pacientes

presentaba síndrome de Dravet (12/21), de inicio entre los 3 y 12 meses de edad, con

actividad epileptiforme multifocal y de fondo lento en el EEG y retraso psicomotor. Los

pacientes con encefalopatía epiléptica inclasificable (9/21) tenían alguna de las caracterís-

ticas clínicas del síndrome de Dravet como crisis febriles, comienzo de las crisis durante

el primer año de vida, retraso psicomotor y actividad epileptiforme multifocal en el EEG.

La secuenciación mediante el método de Sanger del gen SCN1A reveló variantes

patogénicas en el 42,9% (9/21) de los pacientes: 8 pacientes diagnosticados de síndrome

de Dravet (GS6/3, GS14/3, GS29/3, GS33/3, GS61/3, GS93/3, GS110/3, Gegei25/3) y 1

paciente con encefalopatía epiléptica inclasificable (GS8/3). Las características clínicas

de todos ellos están resumidas en la Tabla 7.

Las variantes identificadas en el gen SCN1A están en heterocigosis y son las siguien-

tes: c.4285G>C, p.Ala1429Pro (paciente GS6/3); c.3521C>G, p.Thr1174Ser (paciente

GS8/3); c.1880G>A, p.Arg627Lys (pacienteGS14/3); c.4759G>T, p.Glu1587Ter (pacien-

te GS29/3); c.1121C>A, p.Ser374Tyr (paciente GS33/3); c.3693T>A, p.Ser1231Arg (pa-

cienteGS61/3); c.4171A>C, p.Asn1391His (pacienteGS93/3); c.5734C>T, p.Arg1912Ter

(paciente GS110/3); y c.5782C>G, p.Arg1928Gly (paciente Gegei25/3) (Tabla 7).

Las variantes c.4285G>C, c.1880A>G, c.4759G>T, c.1121C>A y c.4171A>C no

están descritas en las bases de datos genéticos, mientras que las variantes c.3521C>G

(rs121918799), c.3693T>A (rs121918746), c.5734C>T (rs77216276) y c.5782C>G

(rs121917956) estaban ya descritas, aunque son igualmente variantes raras al disponer de

un MAF inferior al 1% o carecer de MAF (Tabla 7).
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Las variantes p.Ala1429Pro, p.Ser374Tyr y p.Ser1231Arg son probablemente pato-

génicas, según los datos obtenidos en los programas Polyphen2 (puntuaciones 1, 0,995

y 0,997, respectivamente) y SIFT (puntuación 0). A estas variantes se añaden los cam-

bios p.Glu1587Ter y p.Arg1912Ter, que según el programa Mutation Taster son posi-

blemente causantes de la patología. El resto de variantes (p.Thr1174Ser, p.Arg627Lys,

p.Asn1391His y p.Arg1928Gly) son consideradas benignas (puntuaciones 0,001, 0,483,

0,425 y 0,004, respectivamente, según Polyphen2) o toleradas (puntuaciones 1, 0,08, 0,01

y 0,09, respectivamente, según SIFT) (Tabla 7).

Las variantes identificadas en el gen SCN1A se localizan a lo largo de la subunidad

alfa 1 del canal de sodio neuronal, distribuyéndose a lo largo de los cuatro dominios

homólogos estructurales (DI-DIV) que lo componen (Figura 12).

Las variantes p.Ser374Tyr, p.Asn1391His y p.Ala1429Pro se encuentran en los lazos

P que forman el poro iónico del canal, localizados entre los segmentos 5 y 6 del DI en

el caso de la primera variante y del DIII en el caso de las otras dos variantes. En la

región intracelular se localizan las variantes p.Arg627Lys y p.Thr1174Ser en los lazos de

unión entre dominios, DI-DII y DII-DIII respectivamente, y las variantes p.Arg1912Ter

y p.Arg1928Gly en el extremo C-terminal. Las dos variantes restantes se sitúan dentro de

los segmentos transmembrana de los dominios que forman el canal (p.Ser1231Arg en el

S1 del DIII y p.Glu1587Ter en el S2 del DIV) (Figura 12).

Figura 12. Localización de las variantes identificadas en la subunidad alfa 1 del canal
de sodio neuronal.Esquema de la subunidad alfa 1 del canal de sodio, donde se indican los
cuatro dominios proteicos (DI, DII, DIII, DIV) formados por 6 segmentos transmembrana
(S1-S6), los sensores de voltaje (+) en el segmento 4 de cada dominio y el lazo P entre los
segmentos 5 y 6 que forma el poro iónico (Modificado de Meisler and Kearney, 2005).

Posteriormente se realizaron los estudios de segregación familiar (menos en el caso

GS93/3, en el que no se disponía de muestra de los padres), y se confirmó que las variantes

encontradas en los pacientes GS14/3, GS29/3, GS33/3, GS61/3 y GS110/3 son de novo,
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mientras que en los pacientes GS6/3, GS8/3 y Gegei25/3 las variantes son heredadas, con

un tipo de herencia autosómica dominante (Figura 13).

La variante c.4285G>C identificada en el paciente GS6/3 es heredada por vía paterna.

El padre presenta un fenotipo más leve con crisis febriles y crisis generalizadas tónico-

clónicas. La variante c.3521C>G es portada por el paciente GS8/3 y por su madre, que no

tiene ningún indicio de epilepsia ni retraso, al igual que el padre del paciente Gegei25/3

que comparte la variante c.5782C>G con su hijo (Tabla 7 y Figura 13).

Los pacientes con resultados negativos en la secuenciación directa del gen SCN1A

(12/21), se incluyeron en el estudio de deleciones/duplicaciones mediante MLPA para

este gen, tal y como se describe en el apartado 3.2.2.4 del capítulo Pacientes y Métodos.

Los resultados del MLPA fueron negativos para todos los casos y se procedió al estudio de

otros genes candidatos o a la secuenciación mediante un panel multigénico de epilepsia,

siguiendo nuestro algoritmo experimental (Figura 11).
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Figura 13. Segregación familiar de las variantes identificadas en el gen SCN1A. Los
individuos marcados con asterisco son portadores de la variante y los señalados con una
flecha corresponden a los probandos de cada familia. Representación de los fragmentos
de las secuencias de los pacientes, que contienen la variante (señalada con una flecha)
junto con el cambio de aminoácido provocado, y de las secuencias correspondientes a los
padres en cada caso.
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4.2.1.2. Variantes en el gen PCDH19

El gen PCDH19 se secuenció en 18 pacientes, 9 de los cuales habían sido diagnosti-

cados de síndrome de Dravet. El resto de los casos tenían una encefalopatía epiléptica de

tipo inclasificable. El 83,3% de los pacientes (15/18) eran niñas con retraso psicomotor

y rasgos autistas, mientras que el 16,7% restante (3/18) eran niños. En todos ellos, el

inicio de las crisis se produjo entre los 3 y 10 meses de vida, siendo principalmente crisis

tónico-clónicas y/o parciales y la mayoría de las crisis se asociaban a un proceso febril.

El 33,3% (6/18) de los pacientes habían sido anteriormente negativos al análisis del

gen SCN1A, y se decidió estudiar el gen PCDH19 tras una revisión fenotípica y siguiendo

el algoritmo experimental diseñado (Figura 11).

La secuenciación del gen PCDH19 reveló la variante c.866T>C (p.Phe289Ser) en

heterocigosis en una niña diagnosticada de síndrome de Dravet (Gegei26/3), con crisis

tónico-clónicas inducidas por fiebre desde los 9 meses de vida, un leve retraso psicomotor

y rasgos autistas (Tabla 8).
Tabla 8. Resumen de los datos clínicos de los pacientes positivos al análisis del gen PCDH19.

Paciente Gegei26/3 GS86/3
Sexo F F
Inicio de crisis 9 meses 6 meses
Fenotipo SD EEI
Tipo de crisis Febriles

Tónico-clónicas generalizadas
Status

Parciales complejas
Status

RM Normal Atrofia hipocampo izquierdo
Examen neurológico Retraso psicomotor leve

Trastorno de conducta
Autismo

Retraso psicomotor

EEG Actividad paroxística
fronto-temporal derecha

Actividad de fondo
lenta

Antecedentes familiares No No
Mutación PCDH19
(herencia)

c.866T>C
p.Phe289Ser
(de novo)

Deleción del gen en
heterocigosis
(de novo)

dbSNP147 (MAF) - -
Polyphen2/SIFT 1 / 0 -
Referencias - -

F: femenino, SD: síndrome de Dravet, EEI: encefalopatía epiléptica inclasificable, RM: resonancia
magnética, EEG: electroencefalograma, MAF: frecuencia del alelo menos común.

La variante c.866T>C no ha sido descrita previamente en la literatura y los análisis

in silico la predicen como probablemente patogénica (puntuación 1 según Polyphen2)

y no tolerada (puntuación 0 según SIFT) (Tabla 8). La variante c.866T>C produce el

reemplazamiento de una fenilalanina por una serina (p.Phe289Ser) en el tercer dominio

cadherina extracelular de la proteína PCDH19 (Figura 14A).
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A

B

Figura 14. Estudio de la variante F289S encontrada en el gen PCDH19. A) Organiza-
ción genómica y estructural de PCDH19, y localización de la variante F289S en el tercer
dominio cadherina de la proteína PCDH19. PS: péptido señal; EC: dominio extracelular;
TM: dominio transmembrana; CM: dominio citoplasmático (Modificado de Leonardi et
al., 2014). B) Estudio de segregación familiar de la variante F289S. Representación de
los fragmentos de la secuencia del paciente, que contiene la variante c.866T>C (indicada
con una flecha) junto con el cambio de aminoácido que se produce, y de la secuencia
correspondiente a los padres.

El estudio de segregación familiar mostró que se trata de una variante de novo

(Figura 14B) y no fue identificada en ninguno de los individuos controles analizados.

En los pacientes con resultados negativos por secuenciación directa del gen PCDH19

(17/18) se estudiaron deleciones/duplicaciones en este gen mediante MLPA, tal y como

se describe en el apartado 3.2.2.4 del capítulo Pacientes y Métodos.

El análisis MLPA del gen PCDH19 reveló la deleción completa de uno de los alelos

de este gen (Figura 15) en una niña que tenía una encefalopatía epiléptica inclasifica-

ble (paciente GS86/3), con crisis parciales afebriles desde los 6 meses de edad, status

epilépticos y retraso psicomotor (Tabla 8).

La deleción no ha sido descrita previamente en la literatura y los estudios de segrega-

ción familiar confirmaron que esta variación genética es de novo y no fue identificada en

ninguno de los individuos controles analizados.

En total, se han identificado 2 variaciones genéticas en 2 (11,1%) de los 18 pacientes

en los que se analizó el gen PCDH19. En los casos negativos (16/18) se estudiaron otros

genes candidatos o se realizó la secuenciación de un panel multigénico de epilepsia,

siguiendo nuestro algoritmo experimental (Figura 11).
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4.2.1.3. Variante en el gen STXBP1
Ortega-Moreno L, Giráldez BG, Verdú A, García-Campos O, Sánchez-Martín G,
Serratosa JM, Guerrero-López R. Novel mutation in STXBP1 gene in a patient with
non-lesional Ohtahara syndrome. Neurologia 2016;31(8):523-7.

El gen STXBP1 fue secuenciado en 18 pacientes, de los cuales 7 presentaban una en-

cefalopatía epiléptica de inicio temprano, 3 tenían espasmos infantiles, 2 tenían síndrome

de Dravet y los 6 pacientes restantes tenían una encefalopatía epiléptica inclasificable. A

pesar de haber fenotipos tan variados en estos 18 pacientes, todos ellos tenían en común

el inicio temprano de las crisis epilépticas (desde el primer día de vida hasta los 4 meses

de edad), razón por la que se decidió estudiar este gen.

El análisis del gen STXBP1 identificó una nueva variante en un niño diagnosticado de

síndrome de Ohtahara (1/18), siendo el resto de pacientes (17/18) negativos para este gen.

El paciente es un niño de dos años de edad sin antecedentes familiares de epilepsia.

En los primeros 15 días de vida presentó crisis epilépticas tónicas y clónicas focales, y

posteriormente inició espasmos y crisis parciales complejas. El EEG mostró un trazado

de brote-supresión indicativo de síndrome de Ohtahara. Actualmente, presenta un grave

retraso psicomotor, con ausencia de soporte cefálico, ausencia de lenguaje, escasa fijación

visual e hipotonía generalizada.

La variante c.1249+2T>C (p.Gly417AlafsTer7) está en heterocigosis y se localiza en

el sitio donador implicado en el procesamiento del ARNm del intrón 14 del gen STXBP1.

Los estudios de segregación familiar confirmaron que esta variante es de novo (Figura 16)

y no se identificó en ninguno de los 165 individuos controles analizados.

Los resultados del análisis mediante Human Splicing Finder sugieren que la variante

produce la alteración de la secuencia del ARNm de STXBP1, al perderse la afinidad de la

maquinaria proteica encargada del procesamiento del ARNm por el sitio donador donde

se encuentra la mutación (∆CV = −31,94). El análisis no predice la activación de sitios

crípticos.

Esta predicción se confirmó mediante amplificación de la región del ADNc que

contiene la variante identificada (exones 11-16), tal y como se describe en el apartado

3.2.2.1.2 del capítulo Pacientes y Métodos.

Tras la amplificación se observó una sola banda de 559 pb (amplicón correspondiente

al transcrito salvaje de STXBP1) en el ADNc de los padres, y dos bandas en el ADNc
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Figura 16. Estudio de segregación familiar de la variante c.1249+2T>C encontrada
en el gen STXBP1. Representación esquemática de la estructura genómica de la zona
(exones del 11 al 16) del gen STXBP1 que contiene la variante c.1249+2T>C, (locali-
zada en el intrón 14 e indicada con un asterisco). Los electroferogramas muestran la
variante c.1249+2T>C identificada en el paciente y la correspondiente secuencia en los
progenitores, sugiriendo que es una variante de novo.

del paciente: la banda de 559 pb y otra banda de 420 pb (amplicón correspondiente al

transcrito mutado de STXBP1) (Figura 17A).

El análisis mediante secuenciación directa reveló que el amplicón de 420 pb carece

del exón 14 de STXBP1, lo que produce un cambio en el marco de lectura, originando un

codón de parada prematuro en el aminoácido 424 de la secuencia proteica del transcrito

mutante (p.Gly417AlafsTer7) (Figura 17B).

A nivel de la proteína, las consecuencias de la variante p.Gly417AlafsTer3, que se

localiza en el dominio 3b (Figura 18A), implican la pérdida completa de este dominio y

la segunda mitad del dominio 2 de STXBP1 sin llegar a afectar a la región de unión con

STX1A (Figura 18B).
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A

B

Figura 17. Análisis de la variante c.1249+2T>C por secuenciación del ADNc. (A) La
amplificación de la región del ADNc correspondiente a los exones 11-16 del gen STXBP1
evidenció dos tamaños de amplicón en el paciente: uno de 559 pb, visualizado también
en los progenitores y otro de 420 pb, correspondiente al amplicón del transcrito mutado.
(B) La secuenciación del amplicón de 420 pb confirma la pérdida del exón 14 del gen
STXBP1.
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A

B

Figura 18. Organización estructural de la proteína STXBP1. A) Representación de la
variante G417AfsTer7 localizada en el dominio 3b de la proteína STXBP1 (Modificado de
Hamdan et al., 2011). B) Comparativa de la proteína STXBP1 normal y mutada mediante
la representación de los diagramas tipo Ribbon de STXBP1, STX1A y el complejo de
unión que forman. La variante G417AfsTer7 produce la pérdida del dominio 3b y la
segunda mitad del dominio 2 de STXBP1, pero no afecta a la unión con sintaxina 1a
(STX1A) (Modificado de Misura et al., 2000).

60



Resultados

4.2.1.4. Variantes en el gen PRRT2

Guerrero-López R*, Ortega-Moreno L*, Giráldez BG, Alarcón-Morcillo C, Sánchez-
Martín G, Nieto-Barrera M, Gutiérrez-Delicado E, Gómez-Garre P, Martínez-Bermejo
A, García-Peñas JJ, Serratosa JM. Atypical course in individuals from Spanish families
with benign familial infantile seizures and mutations in the PRRT2 gene. Epilepsy Res
2014;108(8):1274-8. (*equally contributing)

La secuenciación del gen PRRT2 en los 9 pacientes que tenían convulsiones infantiles

familiares benignas, permitió la identificación de 3 variantes en heterocigosis en 8 (89%)

de los 9 pacientes. La mitad de estos pacientes (CIFB3/3, CIFB4/3, CIFB6/3 y Gegei71/3)

tenían discinesia paroxística cinesogénica (DPC) además de las convulsiones infantiles.

Las variantes identificadas han sido: c.649delC, p.Arg217GlufsTer12 (pacientes

CIBF1/3, CIBF2/3 y Gegei105/3); c.649_650insC, p.Arg217ProfsTer8 (pacientes

CIBF3/3, CIBF4/3, Gegei71/3 y Gegei108/3); y c.121_122delGT, p.Val41ThrfsTer92

(paciente CIBF6/3). Las tres variantes han sido descritas previamente en la literatura

(Cao et al., 2012; Chen et al., 2011; Guerrero-Lopez et al., 2014; Meneret et al., 2012).

El programa de predicción Mutation Taster las clasificó como probablemente causantes

de enfermedad.

Las variantes se localizan en el primer dominio extracelular de la proteína PRRT2

(Figura 19) y producen una alteración en la pauta de lectura generando un codón de

parada y dando lugar a una proteína truncada.

Figura 19. Organización genómica y estructura proteica de PRRT2. Representación
de las variantes V41Tfs*92, R217Efs*12 y R217Efs*8 localizadas en el primer dominio
extracelular de la proteína PRRT2. DRP: dominio rico en Prolina; EC: dominio extracelu-
lar; TM: dominio transmembrana; CM: dominio citoplasmático (Modificado de Valtorta
et al., 2016).
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La deleción c.649delC origina una alteración en el marco de lectura que produce un

cambio de aminoácido de arginina a glutámico y la aparición de un codón de parada

12 aminoácidos después de dicho cambio (R217Efs*12) (Figura 20A). La duplicación

c.649dupC produce un cambio de aminoácido de arginina a prolina en la posición 217 y

un codón de parada 8 aminoácidos después (R217Pfs*8) (Figura 20B). La nueva deleción

c.121_122delGT origina una alteración en el marco de lectura que produce un cambio de

aminoácido de valina a treonina en la posición 41 y origina la aparición de un codón de

parada 92 aminoácidos después de dicho cambio (V41Tfs*92) (Figura 20C).

Las variantes identificadas en el genPRRT2 cosegregan con las convulsiones infantiles

familiares benignas dentro de cada familia, aunque la presencia de las variantes en indivi-

duos asintomáticos reduce el valor de penetrancia (familia CIFB1: 45%; familia CIFB2:

75%; familia CIFB3: 67%; familia CIFB4: 80% y familia CIFB6: 67%) (Figura 21).

Ninguna de las variantes se identificó en los 165 individuos controles analizados.

El paciente Gegei69/3 con resultados negativos en la secuenciación del gen PRRT2, se

incluyó en el estudio de otros genes candidatos o en la secuenciación mediante un panel

multigénico de epilepsia, siguiendo nuestro algoritmo experimental (Figura 11).
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4.2.2. Identificación de variantesmediante secuenciación de un panel
multigénico

La secuenciación mediante un panel multigénico de epilepsia se realizó, tal y como

se describe en el apartado 3.2.2.5.1.2 del capítulo Pacientes y Métodos, en 77 (67%) de

los 115 pacientes seleccionados. El 52% (40/77) de los pacientes presentaban una ence-

falopatía epiléptica inclasificable, el 22% (17/77) tenían un diagnóstico clínico definido

pero el abordaje genético mediante secuenciación Sanger y/o MLPA resultó negativo y el

26% (20/77) restante tenían un diagnóstico clínico al que se ha asociado más de un gen

(Tabla 9).
Tabla 9. Clasificación de los pacientes según el diagnóstico clínico.

Diagnóstico clínico n % Análisis
previos

Espasmos infantiles (EI) 22 28,5% 9
Encefalopatía epiléptica de inicio temprano (EEIT) a 9 11,7% 7
Epilepsia mioclónica astática (EMA) 3 3,9% 0
Convulsiones infantiles familiares benignas (CIFB) 1 1,3% 1
Síndrome de Dravet (SD) 1 1,3% 0
Epilepsia de la infancia con crisis focales migratorias (EICFM) 1 1,3% 0
Encefalopatía epiléptica inclasificable (EEI) 40 52% 16
a En encefalopatía epiléptica de inicio temprano se incluye el síndrome de Ohtahara (SO) y la encefalopatía mioclónica precoz.

Utilizando la tecnologíaHaloplex, se obtuvo una cobertura media de 263x por muestra

(mínimo 83x y máximo 443x) con el 88% de las bases cubiertas en más de 30x. El

porcentaje de lecturas alineadas con el genoma de referencia fue de 84,8% y 91,8%, en el

panel 1 y panel 2, respectivamente, con una media de 88,3%.

Tras el análisis de las secuencias obtenidas, resumido en la Figura 8 y explicado en

el apartado 3.2.2.5.1.3 del capítulo Pacientes y Métodos, y la priorización de variantes,

descrita en el apartado 3.2.2.6 del capítulo Pacientes y Métodos, con la secuenciación

mediante un panel multigénico de epilepsia se identificaron 17 variantes causantes de

enfermedad en el 22,1% (17/77) de los pacientes, en los siguientes genes: KCNQ2 (n=5),

STXBP1 (n=1),ALG13 (n=1),CDKL5 (n=3),PCDH19 (n=1), SCN1A (n=1),CHD2 (n=1),

SLC2A1 (n=1), SYNGAP1 (n=1), ARX (n=1) y GRIN1 (n=1). Además, se identificaron 7

variantes de significado incierto, posiblemente asociadas a la patología en el 7,8% (6/77)

de los pacientes, en los genes: CACNA1H (n = 1), SCN1A (n=1), ARX (n=1), GPR98

(n=2), CBL (n=1) y KCNT1 (n=1) (Figura 22B y Tabla 10). Todas las variantes estaban

en heterocigosis.
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En total, en 23 (30%) de los 77 pacientes se obtuvieron resultados positivos, de los

cuales, 5 pacientes tenían espasmos infantiles, 5 pacientes presentaban una encefalopatía

epiléptica de inicio temprano, 1 paciente tenía convulsiones infantiles familiares benignas,

1 paciente fue diagnosticado de síndrome de Dravet; 1 paciente tenía epilepsia de la

infancia con crisis focales migratorias y 10 pacientes presentaban una encefalopatía

epiléptica inclasificable (Figura 22A y Tabla 10).

A B

Figura 22. Representación gráfica de los resultados obtenidos en la secuenciación
mediante un panel multigénico de epilepsia. A) Pacientes con resultados positivos
clasificados según su diagnóstico clínico. B) Genes y variantes (en número) identificadas
en cada uno de ellos. EEIT: encefalopatía epiléptica de inicio temprano, EEI: encefalopatía
epiléptica inclasificable, CIFB: convulsiones infantiles familiares benignas, EI: espasmos
infantiles, SD: síndrome de Dravet, EICFM: epilepsia de la infancia con crisis focales
migratorias.

Cabe destacar que, de las 24 variantes candidatas, el 37,5% (9/24) corresponde a

variantes no descritas en la literatura, mientras que el 62,5% (15/24) restante han sido

asociadas previamente con epilepsia o presentan un MAF inferior al 1% (Tabla 10).

De las variantes identificadas, 4 (16,7%) son inserciones o deleciones que provocan

cambio en la pauta de lectura, 2 (8,3%) afectan al procesamiento del ARNm y 18 (75%)

son variaciones puntuales que producen un cambio de aminoácido (Tabla 10).

Según los datos obtenidos mediante Genomic evolutionary rate profiling (GERP)

todas las variantes se encuentran en zonas genómicas altamente conservadas.

Las variantes que producen una alteración en la pauta de lectura, V692Sfs*220

(KCNQ2), V19Cfs*3 (CDKL5), K114Efs*38 (SYNGAP1) y P35H36insH (CBL), y las

variantes en sitios implicados en el procesamiento del ARNm, c.602+1G>A (SCN1A)

66



Resultados

y c.115-2A>G (SLC2A1), se analizaron mediante el programa de predicción Mutation

Taster, que las clasificó como probablemente causantes de enfermedad.

En el caso de las variantes localizadas en los sitios implicados en el procesamiento del

ARNm, c.602+1G>A (SCN1A) y c.115-2A>G (SLC2A1), el análisis con la herramienta

bioinformática Human Splicing Finder reveló los siguientes resultados:

• La variante c.602+1G>A produce la alteración de la secuencia del ARNm de

SCN1A, al perderse la afinidad de lamaquinaria proteica encargada del procesamien-

to del ARNm por el sitio donador donde se encuentra la variante (∆CV=−32,67).

El análisis no predice la activación de sitios crípticos, por lo que puede provocar la

pérdida de un exón originando una proteína más corta.

• La variante c.115-2A>G produce la alteración de la secuencia del ARNm de

SLC2A1, al perderse la afinidad de la maquinaria proteica encargada del procesa-

miento delARNmpor el sitio aceptor donde se encuentra la variante (∆CV=−30,08).

El análisis predice la activación de un sitio críptico perdiéndose 9 nucleótidos en el

procesamiento, lo que en la traducción va a provocar la pérdida de 3 aminoácidos

en la proteína.

Estas predicciones no pudieron ser confirmadas al no disponer de muestra de ARN de

los pacientes para su estudio.
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Las variantes candidatas fueron confirmadas por secuenciación Sanger y se realizaron

estudios de segregación familiar a excepción de los casos GS70/3 y Gegei62/3 (pacientes

nacidos de fecundación in vitro (FIV)) y de los casos Gegei30/3 y Gegei12/3 (muestra de

los padres no disponible). Los estudios de segregación confirmaron que el 50% (12/24)

de las variantes son de novo y el 33,3% (8/24) restante tenían una herencia dominante

(Tabla 10).

En los pacientes con resultados negativos (70%, 54/77) se realizó una revisión fenotí-

pica para ver la posibilidad de incluirlos en estudios de secuenciación exómica.

4.2.2.1. Variantes en genes que codifican canales iónicos y transportadores de
membrana neuronales

4.2.2.1.1. Variantes en el gen KCNQ2

Se identificaron 5 variantes en el gen KCNQ2 en 3 pacientes con encefalopatía epilép-

tica de inicio temprano, un paciente con encefalopatía epiléptica inclasificable y un pa-

ciente con convulsiones infantiles familiares benignas: c.602G>A, p.Arg201His (Carvill

et al., 2013) (GS70/3, Gegei2/3); c.601C>T, p.Arg201Cys (rs796052623) (Gegei62/3);

c.803T>C, p.Leu268Pro (rs864321708) (GS79/3); c.2073delT, p.Val692SerfsTer220

(rs118192244) (Gegei69/3). Todas las variantes estaban en heterocigosis y habían sido

descritas previamente en la literatura (Tabla 10). En los pacientes Gegei2/3 y GS79/3 las

variantes eran de novo, mientras que en el paciente Gegei69/3 la variante es heredada por

vía materna (Tabla 10).

Las variantes p.Arg201His y p.Arg201Cys afectan al mismo aminoácido y se localizan

en el dominio transmembrana (S4), la variante p.Leu268Pro en el poro del canal y la

variante p.Val692SerfsTer220 en el extremo C-terminal, que produce una alteración en el

marco de lectura dando lugar a una proteína truncada (Figura 23).

4.2.2.1.2. Variantes en el gen SCN1A

Se identificó una variante de novo en heterocigosis en el gen SCN1A (c.602+1G>A,

rs794726827) en un paciente con encefalopatía epiléptica inclasificable (Tabla 10). Esta

variante se localiza en el sitio donador implicado en el procesamiento del ARNm del

intrón 4 afectando al segmento transmembrana S3 del dominio I de la proteína SCN1A

(Figura 23). No se produce activación de un sitio críptico según la predicción del Human

69



Resultados

Splicing Finder, por lo tanto la variante puede conducir a la pérdida del exón 4 en el

procesamiento del ARNm dando lugar a un canal deficiente.

Además, se identificó una variante en heterocigosis heredada por vía paterna en el gen

SCN1A (c.1625G>A, rs121918817) en un paciente con espasmos infantiles (Tabla 10).

Esta variante se localiza entre el dominio I y el dominio II de la proteína (Figura 23).

4.2.2.1.3. Variante en el gen CACNA1H

En el gen CACNA1H se identificó una variante (c.5113G>A, rs148651456) en he-

terocigosis en un paciente que sufría una encefalopatía epiléptica de tipo inclasificable

(GS72/3). El estudio de segregación familiar confirmó que es una variante heredada por

vía materna (Tabla 10). La variante p.Ala1705Thr se localiza entre el segmento 3 y 4 del

dominio IV de la proteína (Figura 23).

4.2.2.1.4. Variante en el gen KCNT1

En el genKCNT1 se identificó una variante en heterocigosis (c.2729G>A, rs15127208)

en el paciente Gegei16/3 que tenía espasmos infantiles. El estudio de segregación familiar

de esta variante demostró que es heredada por vía materna (Tabla 10).

La variante identificada en el gen KCNT1 produce un cambio de una arginina a una

glutamina en la posición 910 de la proteína (p.Arg910Gln). Esta variación se produce

en el dominio de unión para el dinucleótido NAD+ situado en extremo C-terminal de la

proteína (Figura 23).

4.2.2.1.5. Variante en el gen SLC2A1

El paciente Gegei8/3 mostró una variante de novo en heterocigosis (c.115-2A>G) en el

gen SLC2A1 (Tabla 10). Esta variante afecta al sitio aceptor implicado en el procesamiento

del ARNm del exón 3 y activa un sitio críptico, causando una variación en la longitud de

ese exón al eliminarse 9 nucleótidos y resultando en una pérdida de 3 aminoácidos en la

proteína. Esta variante no está descrita y se localiza en el segmento 1 del transportador

de glucosa (Figura 23).
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Figura 23. Localización de las variantes identificadas en canales y transportadores
de membrana. Esquema de las subunidades KCNQ2 y KCNT1 del canal de potasio,
SCN1A del canal de sodio y CACNA1H del canal de calcio, junto con el esquema del
transportador de glucosa SLC2A1. En los canales se indican los sensores de voltaje (+)
en los segmentos 4 de cada dominio (Modificado de Vacher et al., 2008).

4.2.2.2. Variantes en genes que codifican para receptores, neurotransmisores y otras
proteínas neuronales

4.2.2.2.1. Variante en el gen STXBP1

Se detectó una variante (c.1216C>T, rs796053367) en heterocigosis en el gen STXBP1,

descrita previamente en la literatura, en un paciente diagnosticado de encefalopatía epi-

léptica de inicio temprano (Tabla 10). Se trata de una variante de novo que se localiza en

el exón 14 del gen STXBP1 y conduce a la sustitución de un residuo conservado, R406,

en el dominio 3b de STXBP1 (Romaniello et al., 2015; Saitsu et al., 2010) (Figura 24).

4.2.2.2.2. Variante en el gen ALG13

La variante identificada en el gen ALG13 (c.320A>G) en un paciente con espasmos

infantiles fue descrita anteriormente (rs398122394) como patogénica (Tabla 10), y está

localizada en la región donde reside la actividad glucosiltransferasa (Figura 24).
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4.2.2.2.3. Variantes en el gen CDKL5

Se identificaron 3 variantes de novo en el genCDKL5, una de ellas nueva (c.52_53insT,

p.Val19CysfsTer3) y dos descritas en la literatura (c.377G>A, p.Cys126Tyr (Fehr et

al., 2013); c.533G>A, p.Arg178Gln, rs267606715), en 3 pacientes con encefalopatía

epiléptica inclasificable (Tabla 10), respectivamente.

Las variantes p.Val19CysfsTer3, p.Cys126Tyr y p.Arg178Gln se localizan en el

dominio catalítico de la proteína. La variante p.Val19CysfsTer3, que produce una pro-

teína truncada, afecta al sitio de unión a ATP localizado dentro del dominio catalítico

(Bahi-Buisson et al., 2012) (Figura 24).

4.2.2.2.4. Variante en el gen PCDH19

Se detectó una variante en el gen PCDH19 (c.698A>G, p.Asp233Gly) en una niña

que tenía síndrome de Dravet (Tabla 10). La variante no está descrita y es heredada por

vía paterna aunque el padre es asintomático. Esta nueva variante se localiza en el primer

exón que codifica el segundo dominio extracelular de la proteína (Figura 24).

4.2.2.2.5. Variante en el gen CHD2

Se identificó un cambio de guanina a adenina en el nucleótido 2317 en el gen CHD2,

produciendo una sustitución de un aminoácido glutámico a una lisina en la posición 773

de la proteína (c.2317G>A, p.Glu773Lys), en el paciente Gegei30/3 que presentaba una

encefalopatía epiléptica inclasificable (Tabla 10). Este cambio no descrito se localiza entre

el segundo cromo-dominio y el dominio DEXDc helicasa de la proteína (Figura 24).

4.2.2.2.6. Variante en el gen SYNGAP1

Se identificó una nueva variante en SYNGAP1 (c.333_334insG, p.Lys114GlufsTer38)

en un paciente diagnosticado de encefalopatía epiléptica inclasificable. Esta variante no

se encontró en los padres (Tabla 10). La variante p.Lys114GlufsTer38 se localiza en el

dominio de homología a pleckstrina en el segmento N-terminal de la proteína y genera

una proteína truncada (Figura 24).

4.2.2.2.7. Variantes en el gen ARX

Se encontraron dos variantes en heterocigosis en el gen ARX, una de ellas no descrita

anteriormente (c.586G>C, p.Gly196Arg) y la otra descrita en la literatura (c.196G>A,

p.Gly66Ser, rs1057518564).
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Figura 24. Organización estructural de proteínas neuronales. Localización de las
variantes identificadas en las proteínas STXBP1, ALG13, CDKL5, PCDH19, CHD2,
SYNGAP1, ARX, GRIN1, GPR98 y CBL. EC: dominio extracelular; TM: dominio trans-
membrana; PS: péptido señal (Bienvenu and Chelly, 2006; Carvill et al., 2013; Friocourt
and Parnavelas, 2010; Galizia et al., 2015; Hamdan et al., 2011; Kales et al., 2012; Lemke
et al., 2016; Specchio et al., 2011).
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La variante c.196G>A, p.Gly66Ser se identificó en un paciente diagnosticado de una

encefalopatía epiléptica de inicio temprano (Gegei38/3). Esta variante es de novo y se

localiza cerca del dominio octapéptido (Friocourt and Parnavelas, 2010) (Tabla 10 y

Figura 24).

La variante c.586G>C, p.Gly196Arg se encontró en un paciente con encefalopatía

epiléptica inclasificable (GS77/3). El estudio de segregación familiar confirmó que es una

variante heredada por vía materna, siendo la madre asintomática (Tabla 10). La variante

p.Gly196Arg se localiza cerca del dominio central acídico de la proteína (Friocourt and

Parnavelas, 2010) (Figura 24).

4.2.2.2.8. Variante en el gen GRIN1

Se identificó una variante de novo enGRIN1 (c.2504C>A, p.Ala835Asp) en un pacien-

te con encefalopatía epiléptica inclasificable (GS91/3) (Tabla 10). La variante en GRIN1

afecta al dominio de unión a la calmodulina. Éste es un dominio pequeño y conservado

que es C-terminal a la región IV transmembrana del receptor NMDA (Ataman et al.,

2007) (Figura 24).

4.2.2.2.9. Variantes en el gen GPR98

En el gen GPR98 se identificaron 2 variantes (c.1522A>C, p.Ile508Leu, rs61744480;

y c.17188G>A, p.Gly5730Ser) en el paciente Gegei3/3, que presentaba epilepsia de la

infancia con crisis focales migratorias. La variante c.1522A>C, p.Ile508Leu ha sido

descrita en la literatura (rs61744480). Ambas variantes son heredadas (Tabla 10).

La variante p.Ile508Leu se encuentra en el dominio de intercambio de Na+-Ca2+ /

integrina beta 4, mientras que la variante p.Gly5730Ser se encuentra fuera de este dominio

en su extremo C-terminal (Figura 24).

4.2.2.2.10. Variante en el gen CBL

La variante c.105_106insCAC (p.Pro35_His36insHis) fue identificada en un paciente

que tenía espasmos infantiles (Gegei12/3) (Tabla 10). Esta variante produce la inserción

de una nueva histidina en el extremo N-terminal de la proteína haciendo que ésta sea más

larga (Figura 24).
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4.2.3. Identificación de variantes mediante secuenciación exómica

Siguiendo el algoritmo experimental diseñado (Figura 11) y habiendo obtenido resul-

tados negativos en el estudio dirigido de genes candidatos o mediante el panel multigénico

de epilepsia, se decidió realizar en algunos de esos pacientes la secuenciación exómica,

tal y como se describe en el apartado 3.2.2.5.2 del capítulo Pacientes y Métodos.

Se realizó secuenciación exómica en 6 pacientes pertenecientes a cuatro familias:

2 hermanos con una encefalopatía epiléptica inclasificable, 2 hermanos con espasmos

infantiles y 2 pacientes con espasmos infantiles sin antecedentes de epilepsia.

Utilizando la tecnología SureSelect, se generaron lecturas de 2x101 pb, con cober-

tura de al menos un 98% de la región diana cubierta por un mínimo de 10 lecturas de

secuenciación.

Tras el análisis de las secuencias obtenidas, explicado en el apartado 3.2.2.5.2.2 del

capítulo Pacientes y Métodos, se identificaron: 243704 variantes en la familia Gegei52,

240918 variantes en la familia Gegei77, 277302 variantes en la familia Gegei56 y 262303

variantes en la familia Gegei57 (Tabla 11).

Con la priorización de variantes, descrita en el apartado 3.2.2.6 del capítulo Pacientes

y Métodos, se filtraron las variantes seleccionadas eligiendo exclusivamente: 1) variantes

raras que no aparecen en las bases de datos públicas o con un MAF inferior al 1%;

2) variantes no sinónimas y con algún efecto funcional según su posición en la secuencia,

eliminando aquellas variantes intrónicas que no afectan a la formación de la proteína;

3) variantes presentes en los pacientes, eliminando aquellas variantes presentes en los

padres pero que no han heredado los hijos; 4) variantes patogénicas según los programas

de predicción utilizados (SIFT, Polyphen2, Mutation Taster, Human Splicing Finder);

5) variantes concordantes con el tipo de herencia en cada caso.

Con el último filtro, en el caso de las familias Gegei52 y Gegei77, se eliminaron

aquellas variantes que estaban en homocigosis en los padres, ya que en estas familias,

donde los pacientes son hermanos de padres sanos, la causa genética podría ser de novo o

de herencia recesiva. En cambio, en las familias Gegei56 y Gegei57, donde los pacientes

son casos esporádicos, se eligieron las variantes de novo.

Según los criterios descritos con anterioridad, se seleccionaron 63 variantes candidatas

en la familia Gegei52, 41 variantes candidatas en la familia Gegei77, 74 variantes candi-
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datas en la familia Gegei56 y 110 variantes candidatas en la familia Gegei57 (Tabla 11).

Tabla 11. Número de variantes totales identificadas mediante secuenciación exómica en cada
familia y número de variantes que pasan los diferentes filtros.

Familia Total Variantes Función Genotipo Patogenicidad Herencia
Variantes raras pacientes

Gegei52 243704 38054 8444 4786 2359 63
Gegei77 240918 38292 8563 5025 3785 41
Gegei56 277302 45845 9610 6725 2973 74
Gegei57 262303 42216 8866 6637 2544 110

Se analizaron las variantes candidatas comparando la información disponible en la

literatura sobre los genes afectados con el fenotipo y tipo de herencia de cada uno de

los pacientes en estudio. De esta manera, en cada familia se seleccionaron una serie de

variantes candidatas que podrían asociarse al fenotipo clínico de cada paciente para ser

comprobadas por secuenciación Sanger.

La secuenciación Sanger no confirmó ninguna de las variantes candidatas seleccio-

nadas, y por consiguiente, los resultados de la secuenciación exómica fueron negativos

en los 6 pacientes estudiados, al no identificarse en ellos ninguna variante causante de la

enfermedad.

4.3. Estudio comparativo de los resultados obtenidos
mediante diferentes métodos de secuenciación

En total, se han estudiado 115 pacientes siguiendo el algoritmo experimental diseñado,

mediante el cual se ha conseguido diagnosticar genéticamente a 43 (37,4%) pacientes

(Figura 25A).

Los 115 pacientes se clasificaron en grupos según fenotipo y el diagnóstico clínico

inicial, lo que en algunos casos ayudó a elegir qué tipo de análisis genético realizar en cada

caso. Así, en el grupo de convulsiones infantiles familiares benignas se ha conseguido

un 100% de rentabilidad, seguido de los grupos de síndrome de Dravet y encefalopatías

epilépticas de inicio temprano con un 63% y 55%, respectivamente. En cambio, grupos

más heterogéneos fenotípicamente, como es el caso de los espasmos infantiles o las

encefalopatías epilépticas inclasificables, la rentabilidad fue menor (Figura 25A).

Estos resultados se obtuvieron mediante 3 métodos diferentes de secuenciación.

La secuenciación Sanger o secuenciación dirigida al gen candidato según el fenoti-

po/diagnóstico clínico presentado en cada caso se realizó en un total de 71 (61,7%)
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pacientes, consiguiendo resultados positivos en 20 (28,2%) de esos pacientes. La secuen-

ciación mediante un panel multigénico de epilepsia se realizó en 77 (67%) de los 115

pacientes en estudio, de los cuales 33 pacientes habían sido negativos al estudio previo

por secuenciación Sanger. Con el panel multigénico se tuvieron resultados positivos en 23

(30%) pacientes. Y por último, la secuenciación exómica se realizó en 6 (5,2%) pacientes,

que habían sido previamente negativos a los anteriores métodos de secuenciación, pero

en este caso no se obtuvo ningún resultado positivo (Figura 25B).

Haciendo la comparativa según la clasificación realizada (Tabla 6) se observa que,

tanto por secuenciación Sanger como por secuenciación del panel, los grupos de mayor

rentabilidad son el de convulsiones infantiles familiares benignas y el de síndrome de

Dravet. En cambio, hay diferencias en la rentabilidad entre un método y otro en el resto

de los grupos, observándose mayor rentabilidad con la secuenciación del panel multi-

génico, sobre todo en aquellos grupos más heterogéneos clínicamente y genéticamente

como espasmos infantiles, encefalopatías epilépticas de inicio temprano y encefalopatías

epilépticas inclasificables (Figura 25B).

A

B

Figura 25. Representación gráfica de los resultados obtenidos en el estudio de los 115
pacientes seleccionados con epilepsia infantil. A) Porcentaje de pacientes con resultados
positivos y negativos en los diferentes estudios genéticos y porcentaje de los pacientes
positivos organizados en grupos según su diagnóstico clínico. B) Porcentaje de los pa-
cientes positivos en la secuenciación Sanger frente a los positivos en el panel multigénico
y la comparativa en grupos según el fenotipo. EI: espasmos infantiles, SD: síndrome de
Dravet, EEIT: encefalopatía epiléptica de inicio temprano, CIFB: convulsiones infantiles
familiares benignas, EICFM: epilepsia de la infancia con crisis focales migratorias, EEI:
encefalopatía epiléptica inclasificable.
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Discusión

En las epilepsias de inicio precoz la diversidad en la sintomatología y las diferentes

etiologías complican el diagnóstico clínico, por lo que es necesario tener una estrategia

diagnóstico-terapéutica que permita llegar rápidamente al diagnóstico evitando pruebas

complementarias innecesarias, además de establecer un tratamiento adecuado y poder

ofrecer un pronóstico a los pacientes y a sus familias.

El pronóstico de la epilepsia está determinado por su etiología y la edad de inicio de

las crisis epilépticas, siendo en la infancia donde se producen las epilepsias con mayor

refractariedad al tratamiento y retraso psicomotor asociado (Bonnett et al., 2012; Dura-

Trave et al., 2009).

Durante años, la ILAE ha intentado establecer una clasificación universal de las

epilepsias, basada principalmente en las manifestaciones clínicas de cada uno de los

síndromes epilépticos, para ayudar en el diagnóstico (Berg et al., 2010; ILAE, 1989). Sin

embargo, sigue existiendo una gran controversia en este ámbito debido a la heterogeneidad

clínica de las epilepsias.

En este trabajo se establecieron unos criterios de inclusión para seleccionar, funda-

mentalmente, pacientes con una epilepsia probablemente de causa genética y con un

inicio de las crisis epilépticas en los dos primeros años de vida, y se clasificaron en gru-

pos definidos según la ILAE, atendiendo a sus características clínicas. Aun así, 52 de los

115 pacientes seleccionados se incluyeron en el grupo de las encefalopatías epilépticas

inclasificables.

Ante la gran heterogeneidad clínica de las epilepsias, es importante comprender los

diferentes mecanismos genéticos responsables de cada uno de los síndromes epilépticos,

ya que podrían ayudar a clasificar los diferentes fenotipos clínicos y establecer el correcto

diagnóstico en este tipo de enfermedades (Thomas and Berkovic, 2014).

Los avances en las tecnologías genómicas han proporcionado grandes progresos en

el conocimiento de las epilepsias genéticas, identificándose nuevos genes y variantes que

han permitido ampliar el conocimiento de las vías moleculares de la epileptogénesis más

allá de las canalopatías (Myers and Mefford, 2015).

Los mecanismos genéticos identificados hasta el momento, han demostrado que existe

también una gran heterogeneidad genética en las epilepsias, debido a que diferentes
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mecanismos genéticos pueden conducir a fenotipos o síndromes similares, y mecanismos

similares pueden producir diferentes síndromes clínicos (El Achkar et al., 2015).

Teniendo en cuenta la heterogeneidad genética de las epilepsias infantiles, se decidió

diseñar un algoritmo experimental para conseguir caracterizar genéticamente a nuestros

pacientes. En el algoritmo experimental queda reflejado que disponer de información

clínica detallada es un factor importante a la hora de tomar decisiones sobre el tipo de

estudio genético que se va a realizar. Por tanto, en el estudio de este tipo de epilepsias,

se hace necesario establecer un abordaje multidisciplinar de clínicos y genetistas para la

obtención de resultados satisfactorios (Thomas and Berkovic, 2014).

En primer lugar se realizó la secuenciación de los genes candidatos en 71 de los

115 pacientes, identificándose la causa genética en el 28,2% (20/71) de esos pacientes

(Figura 26).

Figura 26. Rentabilidad del estudio genético realizado en pacientes con epilepsia de
inicio en la edad pediátrica, utilizando el algoritmo experimental diseñado.

En este trabajo, un 14% (16/115) de los pacientes tenían un diagnóstico previo de

síndrome de Dravet, siendo uno de los grupos de pacientes más numeroso. En 15 de estos

pacientes se analizaron en primer lugar los genes SCN1A, PCDH19, SCN2A, SCNB1 y
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GABRG2, asociados previamente en la literatura al síndrome de Dravet (Claes et al., 2001;

Depienne et al., 2009; Patino et al., 2009; Shi et al., 2010; Shi et al., 2009).

Los estudios realizados confirmaron variantes patogénicas en el gen SCN1A en 8 de

los 12 pacientes con síndrome de Dravet en los que se analizó este gen, resultados que

están en consonancia con los datos publicados por otros autores (Dravet and Oguni, 2013),

y también en 1 de los 9 pacientes del grupo de las encefalopatías epilépticas inclasificables

analizados con este gen.

El 90-95% de las variantes identificadas en pacientes con síndrome de Dravet ocurren

de novo (Marini et al., 2011), quedando un pequeño porcentaje de variantes heredadas

(Claes et al., 2001; Fujiwara et al., 2003; Nabbout et al., 2003).

En nuestro estudio, el porcentaje de pacientes con variantes heredadas en el gen SCN1A

es del 33,3% (3/9), más elevado que el publicado por otros autores. En estos casos, otros

individuos de la familia, portadores de la misma variante, tienen un fenotipo más leve

relacionado con el espectro de GEFS+, o incluso no presentaban sintomatología alguna.

La variabilidad de la expresividad de la variante identificada puede estar determinada

por otros factores modificadores (genéticos o ambientales), o podría ser explicado por

la existencia de mosaicismo somático o germinal, como han demostrado otros autores

(Depienne et al., 2006; Depienne et al., 2010; Gennaro et al., 2006; Guerrini et al., 2010;

Marini et al., 2006; Marini et al., 2011; Morimoto et al., 2006; Shi et al., 2012; Suls et

al., 2010).

Por otra parte, se han identificado variantes en el gen PCDH19, que codifica la

protocadherina 19, en 1 de los 9 pacientes con síndrome de Dravet analizados con este

gen, obteniendo una rentabilidad del 11,1%que es más elevada que el 5%de otros estudios

(Depienne et al., 2009; Marini et al., 2011), y en 1 de los 9 pacientes con encefalopatía

epiléptica inclasificable analizados, entre los que existía una gran variedad fenotípica

pero tenían características comunes asociadas a este gen como crisis febriles, retraso

psicomotor y rasgos autistas (Depienne and Leguern, 2012; Dibbens et al., 2008; Marini

et al., 2010; Scheffer et al., 2008).

Las dos variaciones genéticas identificadas en el gen PCDH19 no han sido descritas

anteriormente en la literatura y, por tanto, amplían el espectro mutacional de este gen

localizado en el cromosoma Xq22.1, cuya función biológica es aún desconocida, aunque
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se postula que está implicado en el establecimiento de conexiones neuronales y la trans-

ducción de señales en la membrana sináptica (Yagi and Takeichi, 2000). Al producirse

una variación genética, su estructura proteica se ve alterada o varía su dosis en las células,

lo que provoca una disminución de su función y pérdida de afinidad con otras moléculas

que interactúan con ella para permitir el correcto funcionamiento neuronal. Dicho déficit

se traduce en una serie de problemas neurológicos y psicológicos que ocurren principal-

mente en el sexo femenino (Cooper et al., 2016).

La pérdida de función de la protocadherina 19 se produce en células que tienen inacti-

vado el cromosomaX normal (Depienne et al., 2011), y por lo tanto la patología producida

sigue un patrón de herencia ligado al X que es inusual, ya que en este caso son las mu-

jeres heterocigotas las que sufren la enfermedad y los hombres hemicigotos no afectados

la transmiten (Specchio et al., 2011). El mecanismo involucrado en el hecho anterior se

denomina interferencia celular y se basa en la presencia de hombres mosaico (Camacho et

al., 2012; Depienne et al., 2009), pero en la mayoría de los casos las variantes son de novo.

En las encefalopatías de inicio temprano y en los espasmos infantiles se han asociado

variantes patogénicas en STXBP1, CDKL5 y ARX (Kalscheuer et al., 2003; Mastrangelo

and Leuzzi, 2012; Saitsu et al., 2008; Stromme et al., 2002). Por tanto, se decidió realizar

el estudio de estos genes en 9 de nuestros 11 pacientes con encefalopatía epiléptica de

inicio temprano y en 11 de los 23 pacientes con espasmos infantiles.

Los análisis realizados identificaron una nueva variante patogénica en el gen STXBP1

en un paciente con síndrome de Ohtahara sin lesión estructural cerebral subyacente

(Ortega-Moreno et al., 2016), ampliando el espectro mutacional asociado a este devasta-

dor síndrome epiléptico (Deprez et al., 2010; Saitsu et al., 2008; Saitsu et al., 2010).

El gen STXBP1 está localizado en el cromosoma 9q34.11 y codifica la proteína

de unión a sintaxina 1 (STXBP1). La proteína STXBP1 regula el acoplamiento de las

vesículas sinápticas, así como la liberación de los neurotransmisores mediante la unión

específica a sintaxina 1A (STX1A), cambiando su conformación y regulando con ello

al complejo SNARE (receptores del complejo proteico de la proteína de unión al factor

sensible a N-etilmaleimida) (Gerber et al., 2008).

Según los estudios realizados la nueva variante identificada, c.1249+2T>C, no debería

afectar a la unión de STXBP1 con STX1A, pero no por ello deja de tener su implicación
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funcional. Se han descrito variantes patogénicas en el mismo dominio funcional de

STXBP1 (Hamdan et al., 2011; Hamdan et al., 2009), sugiriendo la patogenicidad de

esta nueva variante. Esta conclusión se ve reforzada por estudios en la proteína ortóloga

de STXBP1 en Caenorhabditis elegans, donde cambios en los aminoácidos anteriores a

la posición p.Y402 producen defectos en el proceso de fusión de las vesículas sinápticas

(Weimer et al., 2003). Además, como otros autores han reportado anteriormente en

sus análisis de variantes en el mismo dominio de STXBP1, el transcrito mutado es

probablemente degradado a través de un mecanismo de control de calidad (NMD: non-

sense mediated mRNA decay), que conlleva la degradación del ARNm mediada por

variantes de terminación, lo que produciría haploinsuficiencia de STXBP1 (Saitsu et al.,

2012b).

Recientes estudios mediante células embrionarias humanas han demostrado que la

pérdida parcial de la función de STXBP1 afecta gravemente a la liberación de neurotrans-

misores presinápticos en las neuronas, sugiriendo que variantes en heterocigosis en el

gen STXBP1 producen una encefalopatía epiléptica de inicio temprano específicamente a

través de un impedimento presináptico (Patzke et al., 2015).

En los primeros años de vida puede manifestarse un tipo de crisis epilépticas que

no conllevan secuelas, como es el caso de las convulsiones infantiles familiares benignas

(CIFB), estudiadas también en este trabajo. La identificación de variantes en el genPRRT2

en pacientes con este tipo de diagnóstico clínico (Heron et al., 2012) se asocia con un

buen pronóstico y tranquiliza a las familias.

En este trabajo, hemos identificado variantes en el gen PRRT2 en 8 de los 9 pacientes

con convulsiones infantiles familiares benignas, obteniendo un 89% de rentabilidad.

Se ha identificado una nueva variante (c.121_122delGT, p.Val41ThrfsTer92) en el gen

PRRT2 en una familia, cuyos individuos afectos no presentan ninguna diferencia fenotípica

en comparación con individuos que albergan las otras variantes más comunes en PRRT2

(Guerrero-Lopez et al., 2014). La variante c.649delC previamente descrita (Meneret et

al., 2012) se ha encontrado en otros 3 pacientes no relacionados entre sí, con CIFB que

no presentan DPC. Esta variante se localiza en una región del gen PRRT2 con alta tasa de

variación y sólo ha sido reportada en casos de DPC (Meneret et al., 2012), ampliándose

con nuestro estudio su espectro clínico, al asociarse exclusivamente a CIFB. También
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se ha identificado la inserción más frecuente de una citosina en la misma posición 649

(c.649dupC, p.Arg217ProfsTer8) (Cao et al., 2012) en 4 pacientes no relacionados entre sí,

que presentan CIFB y DPC. Tanto la inserción como la deleción de una citosina originan

una proteína truncada, lo que provoca haploinsuficiencia de PRRT2. Las consecuencias

parecen producir un retraso en la migración neuronal durante el desarrollo embrionario y

una disminución en la densidad sináptica después del nacimiento (Li et al., 2016).

En general, la evaluación clínica de nuestras familias confirma las características

previamente asociadas con las CIFB, pero destacan manifestaciones fenotípicas raras o

incluso no descritas en algunos de los individuos con variante en el gen PRRT2, como

son dificultades de aprendizaje, retraso mental, hemiparesia y epilepsia en la edad adulta

(Guerrero-Lopez et al., 2014).

En total se encontraron características clínicas atípicas en el 27% (6/22) de los indivi-

duos con CIFB portadores de una variante en PRRT2, incluyendo dificultades de apren-

dizaje en tres individuos, epilepsia en la edad adulta en dos individuos y hemiparesia leve

en un individuo. Además, 3 individuos con una variante en PRRT2 no presentaban CIFB:

dos individuos con retraso mental y hemiparesia en uno de ellos; y un tercer individuo

con crisis febriles.

Se han descrito dificultades de aprendizaje en pacientes con variantes en PRRT2,

sugiriendo una relación entre variantes en este gen y los trastornos cognitivos (Djemie et

al., 2014). Lomismo ocurre con la relación establecida entre la hemiparesia y las variantes

en este gen (Zara et al., 2013). En cambio, la discapacidad intelectual sólo se ha asociado

con variantes en homocigosis en PRRT2 (Labate et al., 2012; Najmabadi et al., 2011), y

no con variantes en heterocigosis como se ha descrito en este trabajo.

La relación entre las CIFB y crisis febriles en una misma familia también ha sido

descrita (Labate et al., 2013; Liu et al., 2012; Marini et al., 2012), e incluso más reciente-

mente se ha establecido una asociación entre variantes en el gen PRRT2 y crisis febriles

en familias que no presentan CIFB (He et al., 2014; Zheng et al., 2016).

El seguimiento a largo plazo de las familias incluidas en este estudio ha permitido el

reconocimiento de dos individuos que desarrollaron epilepsia en la edad adulta (Guerrero-

Lopez et al., 2014), sugiriendo que variantes en PRRT2 podrían provocar una mayor

excitabilidad neuronal y susceptibilidad a desarrollar epilepsia (Djemie et al., 2014).
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Los hallazgos de este trabajo relacionados con el gen PRRT2 amplían el espectro

mutacional y clínico de este gen, incluyendo fenotipos clínicos no benignos con epilepsia

grave, retraso mental, dificultades de aprendizaje en la infancia, hemiparesia y epilepsia

de inicio en adultos.

Al igual que en los casos de síndromes específicos, en este trabajo se ha realizado la

secuenciación de genes candidatos en el 52% (27/52) de los pacientes con EE inclasifi-

cable, debido a que presentan algunas características clínicas que podrían estar asociadas

a determinados genes. De esta forma, se ha conseguido un resultado positivo en el 7,4%

(2/27) de los pacientes con EE inclasificable. Esta baja rentabilidad demuestra que en este

tipo de pacientes el estudio gen a gen no es efectivo.

La heterogeneidad genética y clínica de las epilepsias de inicio temprano hace nece-

saria la creación de paneles multigénicos, que ayuden a un diagnóstico temprano en este

tipo de patologías infantiles sin necesidad de tener hipótesis previas.

Hoy en día, la secuenciaciónmediante paneles de genes se utiliza en el contexto clínico

para identificar las causas genéticas de las epilepsias, reemplazando el enfoque tradicional

de la secuenciación del gen candidato. Estudios recientes en pacientes con EE revelan que

hasta el 30% de los casos pueden resolverse de manera concluyente con las tecnologías

actuales (Scheffer, 2014).

En este trabajo se describe el desarrollo de un panel basado en la tecnología Haloplex

y su aplicación en el estudio de 77 (67%) de los 115 pacientes seleccionados inicial-

mente (Figura 26). En el 42,9% (33/77) de estos pacientes se habían realizado estudios

genéticos previos, que habían sido negativos, y el resto de los pacientes estaban inclui-

dos, principalmente, en el grupo de encefalopatía epiléptica inclasificable o de espasmos

infantiles.

Aplicando este panel de genes se han identificado variantes en el 30% (23/77) de los

pacientes (Figura 26). Los grupos de pacientes con mayor éxito en la identificación de la

causa genética subyacente mediante el panel multigénico diseñado han sido: pacientes con

EE inclasificable (25%), pacientes que presentan espasmos infantiles (23%) y pacientes

que sufren alguna EE de inicio temprano (56%). Estos resultados apoyan estudios anterio-

res, demostrándose que en estos grupos de pacientes con epilepsias de etiología genética

heterogénea es necesario el uso de aproximaciones genéticas de este tipo (Allen et al.,
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2016; Dimassi et al., 2016; Gokben et al., 2017; Gursoy and Ercal, 2016; Kobayashi et

al., 2016; Trump et al., 2016).

Se han identificado variantes patogénicas en genes asociados previamente a epilepsia:

KCNQ2 (Singh et al., 1998), CDKL5 (Kalscheuer et al., 2003), STXBP1 (Saitsu et al.,

2008), SCN1A (Scheffer and Berkovic, 2000; Wallace et al., 2003), PCDH19 (Depienne

et al., 2009; Dibbens et al., 2008), SLC2A1 (Cornford et al., 1998), ARX (Stromme et al.,

2002), CACNA1H (Chen et al., 2003; Heron et al., 2004), GPR98 (Scheel et al., 2002); y

en otros más recientemente asociados con encefalopatía epiléptica: ALG13 (Allen et al.,

2013), CHD2 (Capelli et al., 2012), SYNGAP1 (Zollino et al., 2011), GRIN1 (Ding et al.,

2010), CBL (Martin et al., 2014) y KCNT1 (Ohba et al., 2015).

En general, estos genes han sido asociados a epilepsias infantiles y la mayoría de los

hallazgos positivos son consistentes con los fenotipos de los pacientes, aunque una parte

de los resultados descritos en este trabajo tienen un significado incierto, al no haberse

relacionado los genes afectados con los fenotipos o el tipo de herencia presentados en

nuestros pacientes, como ocurre en el caso de las variantes identificadas en los genes:

SCN1A, donde se ha identificado una variante de herencia paterna en un paciente con

espasmos infantiles; CBL y KCNT1, en pacientes con espasmos infantiles, y en el caso

del gen KCNT1 de herencia materna; ARX y CACNA1H, en pacientes con encefalopatía

epiléptica inclasificable; y GPR98, en un paciente con epilepsia de la infancia con crisis

focales migratorias. La interpretación de este tipo de variantes se basa en la información

clínica disponible al efectuar los estudios genéticos, esperando que, amedida que se cuente

con más información, este significado pueda modificarse. Por lo tanto, estos resultados

deben ser tenidos en cuenta, ya que una variante de significado incierto no es un resultado

negativo sino un resultado indeterminado y debe tratarse como tal (Poduri et al., 2014).

Los resultados obtenidos con el panel multigénico de epilepsia establecen la importan-

cia de analizar determinados genes en pacientes con unas características clínicas definidas.

Así, los genes KCNQ2 y STXBP1, cuyas variantes se han identificado en pacientes con

inicio de crisis epilépticas en la primera semana de vida, deben ser estudiados en epilep-

sias graves de inicio temprano, como describen recientes estudios (Olson et al., 2017).

Los genes SCN1A y PCDH19 siguen siendo esenciales para el diagnóstico genético del

síndrome de Dravet o de crisis febriles (Claes et al., 2001; Depienne et al., 2009; Marini et

al., 2010; Scheffer et al., 2009). Igual sucede con genes como CDKL5 y ARX, que deben
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ser evaluados en pacientes con espasmos infantiles y retraso psicomotor (Kalscheuer et

al., 2003; Stromme et al., 2002), y los genes SLC2A1, SYNGAP1 y CHD2 que deberían

ser estudiados principalmente en epilepsias con crisis de ausencias (Mignot et al., 2016;

Suls et al., 2009; Thomas et al., 2015).

El panel multigénico diseñado ha permitido también la identificación de variantes

patogénicas en ALG13, KCNT1, GRIN1 y SCN1A en pacientes con espasmos infantiles,

confirmando estudios recientes (Allen et al., 2013; Martin et al., 2014; Michaud et al.,

2014; Ohba et al., 2015). Los genes ALG13, KCNT1 y GRIN1 han sido recientemente

asociados a epilepsia, por lo que todavía es pronto establecer una correlación genotipo-

fenotipo. En cambio, el gen SCN1A, que establece una fuerte correlación con el síndrome

de Dravet y las GEFS+, actualmente también ha sido asociado con los espasmos infantiles

cuyas características clínicas son diferentes (Wallace et al., 2003; Zhang et al., 2014b),

lo que demuestra una vez más que la correlación genotipo-fenotipo en las epilepsias es

difícil de establecer y aunque se consiga establecer no impide que las asociaciones entre

los genes y los síndromes puedan variar.

Por consiguiente, en los pacientes con epilepsia de causa genética es necesario analizar

los diferentes genes asociados con esta patología, debido a que los mecanismos genéticos

de la epilepsia no están del todo definidos y genes relacionados con unas características

clínicas específicas pueden asociarse a otras características diferentes (Hirose et al., 2013;

Millichap et al., 2017). Por tanto, el uso de paneles multigénicos ofrece una mayor ventaja

diagnóstica.

El diseño de HaloPlex presentado en este trabajo demuestra la utilidad de un panel

de genes para identificar la causa genética de pacientes con algún tipo de epilepsia en

la infancia, reduciendo el tiempo de diagnóstico, principalmente en las encefalopatías

epilépticas de inicio temprano para intentar establecer un pronóstico y un tratamiento

apropiado, y minimizando el coste del estudio.

Este tipo de abordaje experimental, que incluye los genes más relevantes relacionados

con la epilepsia, ofrece un rápido diagnóstico y con buen rendimiento para los síndromes

epilépticos, donde las presentaciones clínicas frecuentemente se solapan.

En cambio, cabe destacar la baja rentabilidad diagnóstica de la secuenciación dirigida

(Sanger y panel) en grupos de pacientes con gran heterogeneidad clínica, como es el caso
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de pacientes con espasmos infantiles o encefalopatía epiléptica inclasificable donde los

mecanismos genéticos no están bien definidos. Esta baja rentabilidad diagnóstica puede

deberse a la limitación en el número de genes analizados (análisis dirigido), por lo que se

apuesta por el uso de la secuenciación exómica en este tipo de pacientes (Michaud et al.,

2014).

Siguiendo el algoritmo experimental diseñado, se ha realizado la secuenciación exómi-

ca en 6 de los pacientes cuyos análisis genéticos previos, tanto por secuenciación de genes

candidatos como por la secuenciación mediante el panel multigénico, habían sido ne-

gativos (Figura 26). Los pacientes seleccionados pertenecían a grupos genéticamente

heterogéneos como los de espasmos infantiles (4/6) y los de encefalopatías epilépticas

inclasificables (2/6).

Mediante la secuenciación exómica no se han identificado variantes causales en nin-

guno de los pacientes estudiados. Los resultados negativos pueden deberse a que en este

tipo de aproximaciones genéticas, donde se obtienen una gran cantidad de datos, la can-

tidad de variantes de significado incierto es elevada y sería necesario estudiar una gran

cohorte de pacientes con fenotipos similares para poder establecer ciertas asociaciones

de esas posibles variantes causales con el fenotipo clínico estudiado, igual que se ha

hecho en otros estudios (Allen et al., 2013; Michaud et al., 2014). Además, en este tipo

de secuenciación no se detectan variantes intrónicas, pudiendo estar en estas regiones la

causa genética de la patología, como se ha demostrado en otros estudios (Liu et al., 2016),

por lo que la secuenciación del genoma sería el siguiente abordaje genético.

En general, los estudios genéticos realizados en este trabajo, siguiendo el algoritmo

diseñado, han identificado la probable causa genética en el 37,4%(43/115) de los pacientes.

Las variantes se encuentran en genes relacionados con epilepsias de inicio en la infancia

y algunas no han sido descritas anteriormente en la literatura, lo que amplía el espectro

mutacional de estas patologías.

La secuenciación Sanger (secuenciación de gen candidato) ha sido positiva en el 28,2%

de los pacientes analizados (Figura 26). Teniendo en cuenta que esta técnica se realiza

de una forma más personalizada en pacientes con un diagnóstico clínico previamente

definido, el porcentaje obtenido es bajo.

A pesar de las tecnologías emergentes, la secuenciación Sanger sigue siendo una

de las más utilizadas para el diagnóstico genético de las epilepsias, ya que es sencilla
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y no requiere grandes equipamientos ni inversiones. Además, la secuenciación Sanger

es necesaria para validar los hallazgos genéticos obtenidos con las nuevas tecnologías y

abordar algunas de las limitaciones de la NGS (Schrijver et al., 2012), y para la realización

de los estudios de segregación familiar de las variantes identificadas (Poduri et al., 2014).

Sin embargo, es importante tener en cuenta que una pérdida de información puede estar

presente en la secuenciación Sanger, debido a que la sensibilidad de esta técnica no permite

detectar variantes con una presencia menor del 12,5% en el ADN genómico extraído de

células de sangre periférica (Shi et al., 2012). Así, estudios recientes demuestran que la

secuenciación Sanger no permitió identificar el bajo nivel de mosaicismo parental en el

10% de los pacientes con una variante aparentemente de novo en el gen SCN1A (Xu et al.,

2015), e incluso se ha demostrado que en pacientes donde el análisis de un gen mediante

secuenciación Sanger había sido negativo al realizar estudios de NGS se obtuvieron

resultados positivos para ese mismo gen, debido al mosaicismo genético (Bayat et al.,

2015; Carvill et al., 2014; Djemie et al., 2016; Gaily et al., 2013; Lemke et al., 2012).

Por lo tanto, en estudios de secuenciación Sanger con resultados negativos es necesario

realizar otro tipo de técnicas con mayor sensibilidad, al igual que en los casos esporádicos

donde la posibilidad de mosaicismo genético debería tenerse en cuenta (Djemie et al.,

2016; Shi et al., 2012; Xu et al., 2015).

La secuenciación mediante el panel de genes ha resultado positiva en el 30% de los

pacientes analizados (Figura 26). Este porcentaje concuerda con los datos de rentabilidad

diagnóstica descrita por otros autores, con rendimientos diagnósticos que oscilan entre el

10%y el 48,5% (Carvill et al., 2013; Della Mina et al., 2015; Hata et al., 2016; Hildebrand

et al., 2016; Kodera et al., 2013; Lemke et al., 2012; Mercimek-Mahmutoglu et al., 2015;

Moller et al., 2016; Parrini et al., 2017; Trump et al., 2016; Wang et al., 2016).

Lamayor rentabilidad se ha encontrado en aquellos grupos con heterogeneidad clínica,

como es el caso del grupo de espasmos infantiles y el grupo de encefalopatías de inicio

temprano, al igual que en aquellos pacientes con encefalopatía epiléptica inclasificable.

Nuestros resultados concuerdan con otros descritos previamente (Hino-Fukuyo et al.,

2015; Kwong et al., 2015; Lemke et al., 2012; Michaud et al., 2014; Wang et al., 2017) y

establecen que la secuenciaciónmediante un panelmultigénico es una buena aproximación

para estudiar estos grupos de pacientes.
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Por otra parte, la secuenciación exómica no ha aportado resultados positivos en los

pacientes analizados (Figura 26). Como ya se ha explicado anteriormente, esto puede ser

debido a que el tamaño de la serie de pacientes estudiada no es suficiente para poder

hacer asociaciones de nuevos genes con los fenotipos clínicos estudiados. Además, esta

tecnología es demasiado costosa para poder ser utilizada como herramienta diagnóstica

habitual, aunque los costes se están reduciendo actualmente (Joshi et al., 2016).

Cabe destacar que en los últimos años, gracias a las tecnologías genómicas se han

podido identificar nuevos genes implicados en las epilepsias infantiles, ampliándose el co-

nocimiento de las vías fundamentales en la epileptogénesis, lo que permite el desarrollo de

nuevas terapias (Myers andMefford, 2015; Veeramah et al., 2013). Por ello, estas técnicas

son esenciales para desenmarañar la red de genes implicados en estas enfermedades.

Sin embargo, una debilidad importante de la NGS es la secuenciación de regiones del

mismo nucleótido, lo que puede conducir a errores de inserción/deleción y provocar una

interpretación errónea de los datos (Djemie et al., 2016).

Otra desventaja de la NGS son las lecturas cortas (menor de 300 pb) (Van Dijk et al.,

2014), que pueden conducir a problemas con la calidad de la secuencia, especialmente en

las regiones repetidas (Stranneheim and Lundeberg, 2012). No obstante, las plataformas

de secuenciación están aumentando estas longitudes de lectura para que puedan resolverse

bien las secuencias.

Con el algoritmo experimental diseñado no se han conseguido detectar variantes cau-

sales en 72 de los 115 pacientes estudiados, pertenecientes principalmente al grupo de

espasmos infantiles, al grupo de epilepsia mioclónica astática y al grupo de EE inclasifi-

cable. Un resultado negativo debe considerarse dentro de los límites de la complejidad de

la tecnología y la interpretación de datos, y no descarta una causa genética en la epilepsia

del individuo estudiado (Poduri et al., 2014).

Varias razones pueden explicar estos resultados negativos. En primer lugar, los mo-

delos genéticos de algunas epilepsias actualmente siguen sin estar claros, por lo que no

deberían marcarse ciertos límites en la identificación de posibles causas genéticas para

estas patologías. En general se buscan: causas monogénicas que expliquen los fenotipos

clínicos, cuando estos pueden ser debidos a variantes diferentes en un mismo gen o en

varios genes; variantes con una cierta patogenicidad, cuando serían necesarios estudios
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funcionales para demostrar si realmente son causales o no (Poduri et al., 2014); y genes

con cierta relación con epilepsia o retraso mental, cuando puede que otros genes aún

desconocidos estén actuando de alguna forma en estas patologías. En segundo lugar, para

desentrañar la arquitectura genética de las epilepsias infantiles son necesarias grandes

cohortes de pacientes (De Kovel et al., 2016). Esto resulta bastante complicado sobre

todo en las epilepsias raras como las presentadas en este trabajo donde el porcentaje de

pacientes es más bien bajo, por lo que la creación de consorcios y bases de datos son

esenciales en este sentido (Marini et al., 2016; Poduri et al., 2014). Por otra parte, cabe

señalar que los hallazgos en los casos negativos incluidos en los síndromes epilépticos

con un bajo rendimiento diagnóstico están en concordancia con los datos reportados por

otros autores (Carvill et al., 2013; Coll et al., 2016; Della Mina et al., 2015; Dimassi et

al., 2016; Hata et al., 2016; Hildebrand et al., 2016; Kodera et al., 2013; Lemke et al.,

2012; Trump et al., 2016; Wang et al., 2016).

Los datos presentados en esta tesis doctoral confirman que el algoritmo experimental

diseñado tiene una alta rentabilidad para el diagnóstico genético de las epilepsias infantiles,

donde los genes identificados hasta ahora representan una pequeña fracción de los genes

implicados en este tipo de patologías y la identificación de nuevas causas genéticas sigue

siendo un reto. Por ello, y ante la gran heterogeneidad clínica y genética de las epilepsias

infantiles, en este trabajo se destaca que varias técnicas de secuenciación deben ser

utilizadas para llegar al correcto diagnóstico genético, igual que describen otros autores

(Jennings and Kirschmann, 2016; Poduri et al., 2014).

La validación realizada del panel de genes de epilepsia diseñado y su alta rentabilidad

diagnóstica, sobre todo en las epilepsias de tipo inclasificable, hace que esta herramienta

pueda servir como prueba diagnóstica de estas enfermedades.

Encontrar una variante patogénica y proporcionar así un diagnóstico etiológico claro

tiene implicaciones importantes para el paciente y su familia, que comprende no sólo

cuestiones relacionadas con el pronóstico y la planificación familiar, sino también las

intervenciones hacia un tratamiento más adecuado (Djemie et al., 2016).
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Conclusiones

1. Se han seleccionado y clasificado clínicamente 115 pacientes diagnosticados con

algún tipo de epilepsia de inicio en los dos primeros años de vida, cuya etiología

es probablemente genética, para ser caracterizados genéticamente. El 54,8% de los

pacientes tenían síndromes epilépticos específicos, mientras que el 45,2% restante

presentaban una encefalopatía epiléptica de tipo inclasificable.

2. Se ha diseñado un algoritmo diagnóstico genético que combina diferentes técnicas

de análisis de ADN, entre las que cabe destacar el diseño y aplicación de un panel

específico para epilepsias.

3. Se ha identificado la probable causa genética en el 37,4% (43/115) de los pacientes.

El estudio de genes candidatos ha sido positivo en 20 (28,2%) de los 71 pacientes

analizados. El estudio mediante la secuenciación del panel multigénico para epi-

lepsias ha sido positiva en 23 (30%) de los 77 pacientes analizados. Las variantes

identificadas se encuentran en genes relacionados con epilepsias de inicio en la in-

fancia y algunas no han sido descritas anteriormente en la literatura, lo que amplía

el espectro mutacional de estas patologías.

4. El algoritmo experimental diseñado tiene una alta rentabilidad para el diagnóstico

genético de las epilepsias infantiles, confirmando la etiología genética, apoyando el

diagnóstico clínico o ayudando a la reevaluación del fenotipo clínico.
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Material Suplementario

Tabla S1. Cebadores diseñados para la amplificación de los distintos exones del gen SCN1A
(secuencia de referencia ENSG00000144285).

GEN EXÓN NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

Th (oC)

SCN1A

1 SCN1A-1F ATCCTCTAGCTCATGTTTCATG SCN1A-1R TGTGTTGGTGCTACAACAGTC 60
2 SCN1A-2F TTAAGAAGAGATCCAGTGACAG SCN1A-2R ATGACAAAGATGCAAAATGAGAG 60
3 SCN1A-3F TGGCTAAGCTGCAGTTTGGG SCN1A-3R AGGTGAACACCAGGTACAGG 60
4 SCN1A-4F AACTCTTTGTGTTAGGAAGCTG SCN1A-4R TTCCACTTAGACCTTTGTTGTG 60
5 SCN1A-5F TAGGCTCTTTGTACCTACAGC SCN1A-5R AAGTGCAGGTCACCTTGACC 60
6 SCN1A -6F TGCTTCTCCACTAGCGTTGC SCN1A -6R TGCAATGTGTGCTAATCACATC 60
7 SCN1A-7F AAGTAGAACCTGACCTTCCTG SCN1A-7R AATGAACATACGTGTGCATGTG 60
8 SCN1A-8F AGGCAATATCATAGCATAGTATC SCN1A-8R ACTCAAGTCTCGTTTCAAGTTC 60
9 SCN1A-9F TGAGTTTTGCTAGACACATGAG SCN1A-9R ATACAACCACCTGCTCTTAGG 60
10 SCN1A-10F TGAGATGATCTTCAGTCAGTTC SCN1A-10R ACAACAGTGGTTGATTCAGTTG 60
11 SCN1A-11F AATCTCCTTCTACATAATCTTGC SCN1A-11R TTCTGTAGAAACACTGGCTGG 60
12 SCN1A-12F AATTCACTGTGTCACCATTTGG SCN1A-12R TTTCATTAGAATGCACTATTCCC 60
13 SCN1A-13F TCTGATGAAATATCCTTGGGAGG SCN1A-13R TGGTTGAAAGACTGCTATACAC 60
14 SCN1A-14F TCTACTTCGCGTTTCCACAAG SCN1A-14R ATGACATTGCTATGCAAGAACC 60
15 SCN1A-15F ATGAGCCTGAGACGGTTAGG SCN1A-15R TACATGTGCACAATGTGCAGG 60
16 SCN1A-16F AGTGATTGTAATCTGCTCTTCC SCN1A-16R AGCTGAGGATCATCTGTATGTG 60
17 SCN1A-17F AAAAGGGTTAGCACAGACAATG SCN1A-17R TTTGTCTGTCAACATATTAGAGG 60
18 SCN1A-18F AAGACAAGGACATTGCTAAAGG SCN1A-18R ATGCATTGGATACTAAGACAATG 60
19 SCN1A-19F ACAGTAACTACTGTTTCTCTGC SCN1A-19R ACATAGTGGTCTGAGACTCAC 60
20 SCN1A-20F AGGTTTACTGAAAATGTCTGAAC SCN1A-20R AGAGAGGCCTATTTCTCTTGC 60
21 SCN1A-21F TGGAAAGACCAGAGATTACTAG SCN1A-21R ATCTGGGCTCATAAACTTGTAC 60
22 SCN1A-22F ATACTAAAATACTGTCTTGGTCC SCN1A-22R TCTGATAAACATTGCTATGCTTG 60
23 SCN1A-23F AAGCACCAGTGACATTTCCAG SCN1A-23R TTCAAGTACTCATTTGGCAGAG 60
24 SCN1A-24F ACTCACTAAGCATAAGGTCTTG SCN1A-24R TTTCTACTGGAAATGTTAGCTAC 60
25 SCN1A-25F CAGAAAGTACTTAATGCTAATGC SCN1A-25R ATTGCTGGGATGATCTTGAATC 60

26
SCN1A-26AF ACTCTGAACCTTACCTTGGAG SCN1A-26AR ATGTTCACCACAACCAGGAAG 60
SCN1A-26BF ATGGATTGCTAGCACCCATTC SCN1A-26BR AGTAGTAGTGATTGGCTGATAG 60
SCN1A-26CF TGACCGGATCCACTGTCTTG SCN1A-26CR ATACATCACCTTCACAGGCTG 60

Th: temperatura de hibridación.

Tabla S2. Cebadores diseñados para la amplificación de los distintos exones del gen GABRG2
(secuencia de referencia ENSG00000113327).

GEN EXÓN NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

Th (oC)

GABRG2

1 GABRG2-1F CGTGATAGTTAATCACGCAGAGTC GABRG2-1R GTGGTCTCCCGAGTTACCC 60
2 GABRG2-2F CCCTCAAGGGAGAATTTTCAG GABRG2-2R TCTTCCTTGCTCTTGAACTACAC 60
3 GABRG2-3F CTACTATGCGTGCTTGGTGC GABRG2-3R TGGCAAGTAAACACCGATTG 60
4 GABRG2-4F GATAGCTTTGCTTCATATTGGC GABRG2-4R AATTGATAGCATGCCAACCC 60
5 GABRG2-5F TCCTGGACTTGGTGGATTTC GABRG2-5R TGGGATTAAGATGAAAGAGATGG 60
6 GABRG2-6F TGGTCCAAGATCCTCATTTAGC GABRG2-6R TGATTATCATTCATTGAGAGGTATTG 60
7 GABRG2-7F TTTCAACATACCACTTGTAGAAAACTC GABRG2-7R CAGGCTAAATTTAAAGCAGATCAAC 60
8 GABRG2-8F TCCTTTCCCATTGCTGAAAC GABRG2-8R AATGACTGTAAATGAATCGTTATGG 60
9 GABRG2-9F TCCCAAGCTCAGAACTCTCC GABRG2-9R GCTTTTGGGCTTGGTGTAAG 60
10 GABRG2-10F TGGTGACATTGTGGAAAAACA GABRG2-10R GCAGGTTTGAAACACAGCAA 60

Th: temperatura de hibridación.
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Tabla S3. Cebadores diseñados para la amplificación de los distintos exones del gen PCDH19
(secuencia de referencia ENSG00000165194).

GEN EXÓN NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

Th (oC)

PCDH19

1

PCDH19-1.1F GCCGCAACCTCAGCATTGGA PCDH19-1.1R GTTGGGCGTGAGCTCGTAAGTCTG 60*
PCDH19-1.2F AAGGACCTGAACGACAATGC PCDH19-1.2R GTGTTGGGAGGCGAGTTTT 64
PCDH19-1.3F GAGACGCAGTCGCACTACAG PCDH19-1.3R TTGACTGACAGCAGGTTGATG 64
PCDH19-1.4F TGGACGTGCAGGCTAAGGACT PCDH19-1.4R TGGAGACATAGGTGAAGACAGGCAT 68
PCDH19-1.5F CTGGGTCTCAACGGCAGTG PCDH19-1.5R GTTCTGACTTCGCCATTGACCT 66
PCDH19-1.6F GTCAAGGCAGAAGACTACGATG PCDH19-1.6R AGCACCAGGATTTTCACACAG 63

2 PCDH19-2F GTTGCTGGGTCTGTGTCAGT PCDH19-2R GTCTCCTCCACACCCTCCT 63
3 PCDH19-3F GATGTAATGCACCAGAATAAGGAG PCDH19-3R CTTATGGTATCCAGCGAGCAG 63
4 PCDH19-4F GTTCCAATTCACTCACTGCTTCT PCDH19-4R TGCAGCAATAAGCAAGCAAA 63
5 PCDH19-5F GCCTCATTACAGAGCCGACAT PCDH19-5R GGTTCTTTGGAGTCGATTGCT 66

6 PCDH19-6.1F ACAAGGGCCTGTGGATATCTAA PCDH19-6.1R AGGGCTAATCGCCTCACAG 63
PCDH19-6.2F CCTGAAAGGCAAGAGGACTG PCDH19-6.2R CTCCTGCTTCTTCACTAGCCA 63

Th: temperatura de hibridación. *Añadir 20% de GC Rich.

Tabla S4. Cebadores diseñados para la amplificación de los distintos exones del gen SCN2A
(secuencia de referencia ENSG00000136531).

GEN EXÓN NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

Th (oC)

SCN2A

1 SCN2A-1F TGATTTCAAATAGAGTGGAATTATGG SCN2A-1R CTGAATACAAGCTAACAAAGCACA 60
2 SCN2A-2F TGCTGTATCTCAGTGCTCAGTGT SCN2A-2R TTGGTCCATTACACGGTCAG 60
3 SCN2A-3F TGTTATACACTATTTTACAGGGCAAT SCN2A-3R CACATAACATTGCCAACCACA 60
4 SCN2A-4F TGCTGAGTTATAGAAATGGCAAA SCN2A-4R TCTGGTTAACAGTAGCTAGCATGA 60
5 SCN2A-5F ATCGTAGGGGGACCAACCT SCN2A-5R TTCCTAATTTCTCCAAACTGGAT 60
6 SCN2A-6F AATTCCAGGTAAGAAGAAAATGG SCN2A-6R GCAAAGAATCAAATCCATCCA 60
7 SCN2A-7F TGGCATTCTGCATGACATTT SCN2A-7R GGACAGATAAGAAAAATAGAATAAGG 60
8 SCN2A-8F TTGTGAAAAATCTCTTTAGCCATA SCN2A-8R GAGGAGTGAGTGGGACTGGA 60
9 SCN2A-9F TGGGTAAGGTGAGAGAAATCG SCN2A-9R TGCAAAATGGAAGAGAGATTTT 60
10 SCN2A-10F TCATAAAACACCGAACTCAAGAGA SCN2A-10R ACCAAACAGGCTCCTAGCAC 60
11 SCN2A-11F AAAATGGAGAATTGTTTTTCAAGA SCN2A-11R AAGGCGGTTTTCTCTCCATT 60
12 SCN2A-12F TCATCAGAGGGGTGCTTTCT SCN2A-12R TGGGCAACAAACTCAACAAA 60
13 SCN2A-13F TTTACATCTGAGAAAGCATGGTG SCN2A-13R TCCATGAGTTATGCACGGATT 60
14 SCN2A-14F AAAATTTTCCCTGTTCCTCCA SCN2A-14R AAGATATACATGGCCAATTAGTTGAT 60
15 SCN2A-15F TTTGAATGCAAAGCATTTGTAGA SCN2A-15R TGGTGGTATGGCAATCCAAT 60
16 SCN2A-16F TTCCCTTCCTGTGTCCATGT SCN2A-16R GACAATAGGAAGTGGCCTTGA 60
17 SCN2A-17F GCAGAAATGCATGTTAGAATAAAA SCN2A-17R ACAGGAAGGAAACACGCAAT 60
18 SCN2A-18F CAAGAAAATGCATACAGAAGATGG SCN2A-18R TGTACAGTTGTTGGATAGGTATAGATG 60
19 SCN2A-19F GCTTTTGTAAGCGGAAGCTA SCN2A-19R TTCTTCTCATTCTTACAAACACCTT 60
20 SCN2A-20F CCAGCCTTAGGCACCTGATA SCN2A-20R TTGGGCTGATACAGTGTTACTGA 60
21 SCN2A-21F TTTTGAAACTCATGAAAGTTCGAG SCN2A-21R TGTCAGTATGAATGTGTAAGACACAAA 60
22 SCN2A-22F CAATATTCAACTTTGAAACAGATTTT SCN2A-22R AATAGCCATTCTAACAGGTGGA 60
23 SCN2A-23F TCAAGCTTATTTATATGCCTGTATTGA SCN2A-23R TGTGTCAGGTGCCTTGCTAA 60
24 SCN2A-24F TGTTTGGTTTATTTTCATTCCAGA SCN2A-24R GCTTATCGATTATCAAATGTCTCAAA 60
25 SCN2A-25F TTGATAATCGATAAGCTTTTAAGCAA SCN2A-25R TTTGTGTTACAAATCCACAAAAA 60
26 SCN2A-26F CAATCACTGGTTTTGCAAGG SCN2A-26R GGGAGTTTGGGATGAATGAG 60

27
SCN2A-27.1F TGCTCAACAAACATTGCAGA SCN2A-27.1R CAGATGGGTTCCCACAGTCT 60
SCN2A-27.2F GCACCTATTCTTAATAGTGG SCN2A-27.2R GTTTCAACGTGGTCGTAATG 60
SCN2A-27.3F GTGACCGGATCCACTGTCTT SCN2A-27.3R CCAGTTTGCTGACCAGAGGT 60

Th: temperatura de hibridación.
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Tabla S5. Cebadores diseñados para la amplificación de los distintos exones del gen ARX
(secuencia de referencia ENSG00000004848).

GEN EXÓN NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

Th (oC)

ARX

1 ARX-1F GAGGCAGAAAGGCACAAAGA ARX-1R TATGCCCTCTCCTTCCTTCC 60

2 ARX-2.1F AGTGGAGAAAGAGGCCAAGG ARX-2.1R ATCTTCTTCGTCCTCCAGCA 62$

ARX-2.2F AGCAAGTCGTACCGCGAGA ARX-2.2R CACAGAGTCCAGGAGCCAAG 62*
3 ARX-3F GTGGAGTAGGCCTGCCATAG ARX-3R TGGTTTTGTGAAGGGGATCT 60
4 ARX-4F GAAAACAACCTGAGGCCAAA ARX-4R TCTCTGAGGTTGGGTCAAAGA 61*
5 ARX-5F CCTCGGGGAATATCTGGACT ARX-5R GCATCCAGACTGCTGTGAAG 61*

Th: temperatura de hibridación. *Añadir 20% de GC Rich. $Añadir 20% de GC Rich + 10% de DMSO.

Tabla S6. Cebadores diseñados para la amplificación de los distintos exones del gen SCN1B
(secuencia de referencia ENSG00000105711).

GEN EXÓN NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

Th (oC)

SCN1B

1 SCN1B-1F GGTGCACCTAGCGGATGT SCN1B-1R CACCCTCACCTCCACTGC 64*
2 SCN1B-2F ATCCAGTCCTGTCTGCTGGT SCN1B-2R CAGGTCAGCAATCACAGCAT 64

3 SCN1B-3.1F CTGTGTTTGTGGGTGTCAGG SCN1B-3.1R AGAGGCCAGAGCTGGAGTG 64
SCN1B-3.2F AGCCAGATGGAGGGACAGAT SCN1B-3.2R ACTGCCTCACCTGAGAGCTT 64

4 SCN1B-4F AGCCACTCATCCAAGCTCAC SCN1B-4R GGTCTGACGACCCCTATCCT 64
5 SCN1B-5F CAAAGACCCTGAGGAGTCCA SCN1B-5R GCAAGAGAGGGGGAATTAGG 64

6 SCN1B-6.1F CAGAGGGGAAGGGGATTG SCN1B-6.1R GGCAGGAGTGCATTACAGG 64
SCN1B-6.2F ATGATGGGCTGGAGCAGTT SCN1B-6.2R CCGACACAGATCAGGCACTA 64

Th: temperatura de hibridación. *Añadir 20% de GC Rich.

Tabla S7. Cebadores diseñados para la amplificación de los distintos exones del gen STXBP1
(secuencia de referencia ENSG00000136854).

GEN EXÓN NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

Th (oC)

STXBP1

1 STXBP1-1F CGTCAGTCGGTCCCTAGC STXBP1-1R ACGGACCAGGAGCCTCAG 56#

2 STXBP1-2F TGGGTTGGTTATGGCTCAGT STXBP1-2R GGCAGAGCAGATCACCTTTC 60
3 STXBP1-3F CGGTAAGCTGAGCGAGAATC STXBP1-3R AAGATAGCCTTGCGCCTCTC 60
4 STXBP1-4F CGGTCCCCCACTGTAGATATT STXBP1-4R CAGGCTCTGGTTTTCTGCAC 60
5 STXBP1-5F TTGGTTATGGCCAAACATGA STXBP1-5R TCGGGACAAGCATGGTAAC 60
6 STXBP1-6F CAGAGGTTGCAGTGAGCAAG STXBP1-6R GGCAGGCCCTATGGAATACT 60
7 STXBP1-7F TGAGGACATGGATGTTTTGG STXBP1-7R TGCTCAAATCCTGATCTTCTTG 60
8 STXBP1-8F TGCTCACATCTCCCCTAACC STXBP1-8R GGAAAAGCAGCACTGACACA 60
9 STXBP1-9F GCACCTCAGAGTTTGCTTCC STXBP1-9R GCAGTGAGCTGAGATTGTGC 60*
10 STXBP1-10F GACGGCACTTGTGAACATCT STXBP1-10R AGCTCAAGCTCAGAGAACAGAA 60
11 STXBP1-11F CCTTACTGGCAGGAAAACTCA STXBP1-11R TAAGAGAGGGATATGGCCTTG 60
12 STXBP1-12F GCTTGGGAACCCTAGTGTGG STXBP1-12R AGTGACAGGAAATAAGGTGCCTA 60
13 STXBP1-13F GATGTTTGTGTACCCGCTTG STXBP1-13R GCCTTCCCGTCTCTATTTCC 60
14 STXBP1-14F CAACCAAGGTGGCAGTTCTA STXBP1-14R ACTGCATTTCCCCAAACAAA 60
15 STXBP1-15F ATGAGGTGGGGGAGCAAT STXBP1-15R TTCTTGGCTTTGTGTCTCTGA 60
16 STXBP1-16F GGGCACATTTAGGGCTATTC STXBP1-16R CCTGGATGCAAATCCTCAAG 60
17 STXBP1-17F CCCTGTGCTAGGCACCTCT STXBP1-17R GTGGGACCACTGTGCAGAC 60
18 STXBP1-18F TCTACACTGTTTGGGGCACA STXBP1-18R CCCTAGCTTCTGCTGTCCAC 60
19 STXBP1-19F AGCCTCCTTGCTACCATGTG STXBP1-19R TCGGTGTTGAGAACTGCAAG 60
20 STXBP1-20F CCCAACCCCAATTCTGACT STXBP1-20R CAAACAAGAAGAGGGCATCA 60

Th: temperatura de hibridación. *Añadir 20% de GC Rich. #Añadir 10% de DMSO.
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Tabla S8. Cebadores diseñados para la amplificación de los distintos exones del gen MECP2
(secuencia de referencia ENSG00000169057).

GEN EXÓN NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

Th (oC)

MECP2

1 MECP2-1.1F CCGAAATGGACAGGAAATCT MECP2-1.1R AGGGGGAGGGTAGAGAGGAG 60#

MECP2-1.2+1F CACTGTGTGTTACGTGCCAGT MECP2-1.2+1R GGCACAGTTTGGCACAGTTAT 64
2
3 MECP2-3F TTCTGCAGACTGGCATGTTC MECP2-3R CCCTGGGCACATACATTTTC 64

4

MECP2-4.1F CGCTCTGCCCTATCTCTGAC MECP2-4.1R CGTTTGATCACCATGACCTG 64
MECP2-4.2F AGTCCTGGGAAGCTCCTTGT MECP2-4.2R AGTCCTTTCCCGCTCTTCTC 64
MECP2-4.3F GAGAAGAGCGGGAAAGGACT MECP2-4.3R CAATCCGCTCCGTGTAAAGT 64
MECP2-4.4F ACTTTACACGGAGCGGATTG MECP2-4.4R TCTCTCCTGCCTCACACCTC 64

Th: temperatura de hibridación. #Añadir 10% de DMSO.

Tabla S9. Cebadores diseñados para la amplificación de los distintos exones del gen CDKL5
(secuencia de referencia ENSG00000008086).

GEN EXÓN NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

Th (oC)

CDKL5

1 CDKL5-1F TTTCTGTCACAGTGAAGGCTTG CDKL5-1R GGACACCAAAAAGAACGGGTA 60
2 CDKL5-2F ATCATATCCTCAATTTCTGTGACC CDKL5-2R TCAGCCTGGGCGAAAGAG 60
3 CDKL5-3F ATTTTGGGTTCTTCGCTCCT CDKL5-3R CACACATGTGAATTGATATAGGTTAAA 60
4 CDKL5-4F TTCCATTTGTATGTGGCTCA CDKL5-4R TCCAAAACATTTCTGGTCTCAA 60
5 CDKL5-5F CGGGGGAGAGGAAGATGATA CDKL5-5R TGAAAGCAAAGCATAAGAAATAAGC 60
6 CDKL5-6F TGATCCTTTCAACAAGAAAACG CDKL5-6R TTTCATTTTTAAAGTCCTCAGATTATG 60
7 CDKL5-7F AGCCCCAATTTTAATGCTGA CDKL5-7R GAAAAGGAGATATGGAGAGCAAA 60
8 CDKL5-8F TTTTTGCTGCCACAGTTTTC CDKL5-8R CCTCCAGCAATCAATTTTTCA 60
9 CDKL5-9F CCCATGCGAGAACAGTCATT CDKL5-9R GAGCAAACAAAAAGGTGCTTG 60
10 CDKL5-10F GGTTTATTCACTTGTGTTCTGATGA CDKL5-10R GGGATTATAAACACTGTAATGGGAAA 60
11 CDKL5-11F TGAAACTCTGTCTCAAAAACAAACA CDKL5-11R GTTCCCCATTATTTGCCATT 60
12 CDKL5-12F AAATGATGATGAGATTATAGGTGATTT CDKL5-12R TTGTGGTTCTGAATCATGCAA 60

13
CDKL5-13.1F GAAGGCACATGCTTGAGAGA CDKL5-13.1R ATGAATGAGTGGCGGTTCTG 60
CDKL5-13.2F CCACACCTTCTTAGCCCAAA CDKL5-13.2R GAATGTCTGGTTGTGGTTCG 60
CDKL5-13.3F GGAGCCCAGTACCAGTAGGT CDKL5-13.3R TTGCTTCCCTAAATGCATCC 60

14 CDKL5-14F TGGGACTATTTGTATTTTAGCCAAC CDKL5-14R TCAGAATTATGCCACAAGGAAA 60
15 CDKL5-15F ACAGCCTGGGCAATAGAGTG CDKL5-15R GCCTGACTTAGCAGGAGCAG 63
16 CDKL5-16F CATCACTTTGGGAGGCTCAG CDKL5-16R AAAAGTTACCAATAATGAAAAATCACA 60
17 CDKL5-17F TGATTAAATTTAGTTCCTCCTGTGC CDKL5-17R GAAAAGGCTCTGTTGAGAGGA 60
18 CDKL5-18F ATTGGGAGAGATTGGGGTTC CDKL5-18R GGAGGTGCTCAGCCTTACTG 60
19 CDKL5-19F CGAAGAACAGATATGGCTGGA CDKL5-19R TTCAGATTTGGCATTCGTGA 60
20 CDKL5-20F AAATGGCCATCTGGCTAAGA CDKL5-20R TGCAGTGAGCCGAGATTGT 60
21 CDKL5-21F GTCCAGACGTGGATGCTGTA CDKL5-21R CTTGACCTTGACTGCCCATT 60
22 CDKL5-22F CGGTGGAAGAGACAGAGCTT CDKL5-22R TGAGCTCAGGCAATGCAC 60

Th: temperatura de hibridación.
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Material Suplementario

Tabla S10. Cebadores diseñados para la amplificación de los distintos exones del gen FOXG1
(secuencia de referencia ENSG00000176165).

GEN EXÓN NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

Th (oC)

FOXG1

1 FOXG1-1F GTGACTGCTGCTGCGAGA FOXG1-1R CTTTCCTATCTCCCATGTCCA 63*

2

FOXG1-2.2F GACTGGGTGATGCTGGACAT FOXG1-2.2R CGCCCTTCTCCTTCTCGT 62#

FOXG1-2.3F CCCTGGACGGGGCTAAAG FOXG1-2.3R GCATCCAGTAGTTGCCCTTG 63*
FOXG1-2.4F ACAAGTGCTTCGTGAAGGTG FOXG1-2.4R GATCTCCCCGTTGACCAG 64
FOXG1-2.5F CCGTGTTGACTCAGAACTCG FOXG1-2.5R GTCTGGTCCCAGGGATGTTA 64
FOXG1-2.6F GGGTCTTCTTCCAACCCTTT FOXG1-2.6R TGGGCACCTTTACTACGAATG 64
FOXG1-2.7F ATATGGTGGACGCAGACCTT FOXG1-2.7R AACACAAACTGAAGGCAATCG 64
FOXG1-2.8F CAATTGAATCAGAAGGGGACA FOXG1-2.8R TTGGCTGAAAAAGCCTTTGA 64

Th: temperatura de hibridación. *Añadir 20% de GC Rich. #Añadir 10% de DMSO.

Tabla S11. Cebadores diseñados para la amplificación de los distintos exones del gen PRRT2
(secuencia de referencia ENSG00000167371).

GEN EXÓN NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

NOMBRE
CEBADOR

SECUENCIA
5’→ 3’

Th (oC)

PRRT2

1 PRRT2-1F CCGGGGACTTAAGAAGGAG PRRT2-1R CTCCAGACACCCGCATTC 64

2
PRRT2-2.1F CTCCCTAGAGGCAGTGCAAG PRRT2-2.1R GTGGCCTCTTTGCTCACTTC 64
PRRT2-2.2F AGGCCACAGACCTCAGCTT PRRT2-2.2R TCATTCGATCCTCCTCAACC 64*
PRRT2-2.3F CCTCACTCACCACCCTCAAA PRRT2-2.3R GTGGGATCCATGCAGAGAG 64*

3 PRRT2-3F TGGCCTCTCTCTCTTCTGGA PRRT2-3R AGGGGCAGGGGTTAGTAAAG 64*

4
PRRT2-4.1F CCCTGCTCTCTCCTGTCTGT PRRT2-4.1R TGGAGGTCCAGAGAATTTGG 64*
PRRT2-4.2F GGAAACCTCCCTGAACACCT PRRT2-4.2R CCCCACACCTTCAAGAAAGA 64
PRRT2-4.3F GTCCGCGAGTTTCTTTCTTG PRRT2-4.3R AGGCTTCAGCCCACAGTAAA 64

Th: temperatura de hibridación. *Añadir 20% de GC Rich.
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Abstract 30 

Pediatric epilepsies are a group of disorders with a broad phenotypic spectrum that are 31 

associated with great genetic heterogeneity, thus making sequential single-gene testing 32 

an impractical basis for diagnostic strategy. The advent of next-generation sequencing 33 

has increased the success rate of epilepsy diagnosis, and targeted resequencing using 34 

genetic panels is the  a most cost-effective choice. We report the results found in a 35 

group of 87 patients with epilepsy and developmental delay using targeted exome 36 

sequencing (custom-designed Haloplex panel). Using this gene panel, we were able to 37 

identify disease-causing variants in 17 out of 87 (19.5%) analyzed patients, all found in 38 

known epilepsy-associated genes (KCNQ2, CDKL5, STXBP1, SCN1A, PCDH19, POLG, 39 

SLC2A1, ARX, ALG13, CHD2, SYNGAP1, and GRIN1). Twelve of 18 variants arose de 40 

novo and 8 were novel. The highest yield was found in patients with onset in the first 41 

years of life, especially in patients classified as having early-onset epileptic 42 

encephalopathy. 43 

Knowledge of the underlying genetic cause provides essential information on prognosis 44 

and can be used to avoid unnecessary studies, resulting in a greater diagnostic cost-45 

effectiveness. 46 

 47 

Keywords 48 

pediatric epilepsies; early-onset epileptic encephalopathy; next-generation sequencing; 49 

gene panel. 50 

 51 

 52 

 53 

 54 
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Introduction 55 

Epilepsy is a common neurologic disorder in childhood, with a prevalence of 300–600 56 

per 100 000. About 30% of children with epilepsy present behavioral or cognitive 57 

impairment [1]. Among the most severe forms of childhood epilepsy are the so-called 58 

epileptic encephalopathies (EEs), which include a number of heterogeneous early-onset 59 

clinical disorders characterised by refractory seizures, developmental delay, or 60 

regression associated with ongoing epileptic activity, and poor prognosis in the majority 61 

of the patients [2, 3]. Dravet, Ohtahara, and West syndromes are some of the most 62 

common EEs [2]; however, many neonates and infants with EEs do not fit into any of 63 

the proposed epileptic syndromes [4]. 64 

With the advancement of technologies for genetic diagnosis, genetic defects have been 65 

increasingly recognised as causes of different types of pedriatric epilepsies, and also 66 

seem to account for a significant number of EEs [5, 6]. Genes involved in ion 67 

channelopathies, neuronal transmission, brain development, or synaptic functions have 68 

been reported to be associated with EE [7]. To date, around 265 genes have been linked 69 

to epilepsy, and several genes—including STXBP1, ARX, SLC25A22, KCNQ2, CDKL5, 70 

SCN1A, and PCDH19—have been found to be associated with EEs [8]. The genetic and 71 

phenotypic heterogeneity in pediatric epilepsies [9-17] coupled with the fact that very 72 

few cases are explained by mutations in the same gene [18] make sequential single-gene 73 

testing impractical. Genetic testing panels open new possibilities for the diagnosis of 74 

this type of epilepsies, especially those for which diagnosis is otherwise unclear [8, 19-75 

24]. 76 

The aim of this study was to perform a comprehensive genetic analysis using next-77 

generation sequencing (NGS) technology to analyze more than 80 genes previously 78 

associated with epilepsy in 87 patients with epilepsy and developmental delay. 79 
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We identified 18 presumed disease-causing variants, of which 12 (66.7%) are de novo 80 

and 7 (38.9%) are novel. The majority of the variants were found in patients with 81 

unclassified EEs (10/17, 58.8%) and were located in 12 different genes: KCNQ2, 82 

STXBP1, PCDH19, CDKL5, SCN1A, SLC2A1, SYNGAP1, ARX, CHD2, ALG13, POLG, 83 

and GRIN1. It is well established that all of these genes cause severe early-onset 84 

epilepsy. We found a causative variant in 8 of 10 patients with seizure onset in the first 85 

years of life, and 5 of 9 patients were classified as early-onset EE (EOEE). 86 

Knowledge of the underlying genetic cause is essential to provide information on 87 

prognosis and can avoid unnecessary studies, resulting in a greater diagnostic cost-88 

effectiveness. 89 

 90 

Materials and Methods 91 

Patients 92 

We selected 87 patients with epilepsy and developmental delay referred to our 93 

laboratory for genetic study. Patients’ medical histories and results from laboratory 94 

testing were obtained by face-to-face interview and by consulting medical records. 95 

When available, information regarding the patient’s clinical, imaging, and 96 

neurophysiology data were reviewed by 2 epileptologists with experience in clinical 97 

epilepsy genetics, and phenotypes were classified into known electroclinical syndromes. 98 

When there was insufficient information, or the phenotype did not correspond to any 99 

recognizable syndrome, patients were included in the unclassified group. Before 100 

performing the genetic panel, 41 (47.1%) patients had been studied for mutations in 101 

selected epilepsy genes with conventional techniques (see Table 1). 102 

 103 
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Informed parental consent for genetic testing was obtained in all cases. DNA samples 109 

were extracted from peripheral blood lymphocytes using standard procedures. The study 110 

was approved by the local ethics committee. 111 

 112 

Epilepsy panel 113 

We designed 2 panels using Agilent’s SureDesign tool 114 

(www.agilent.com/genomics/suredesign) including genes that were known to be 115 

involved in epilepsy as a phenotypic feature according to the Online Mendelian 116 

Inheritance in Man (OMIM) database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim). These 117 

genetic panels cover exonic regions as well as exon–intron boundaries of the selected 118 

genes. 119 

We designed a first panel comprising 83 genes (S1 Table) to screen a cohort of 44 120 

patients. A second panel was designed with 106 genes (S2 Table) to screen 43 more 121 

patients. This second panel included new genes that have been more recently associated 122 

with epilepsy, excluding some genes contained in the first panel. 123 

Theoretically, panel 1 included 17 612 amplicons covering 873 721 Mbp (99.42% of the 124 

region of interest), and panel 2 included 19 597 amplicons, 1105 Mbp and 99.78%. 125 

Certain regions did not achieve a satisfying coverage and needed resequencing by 126 

Sanger. 127 

 128 

Target enrichment method 129 

We used customized in-solution target enrichment followed by NGS to screen for 130 

variants in our 2 cohorts of patients. A library of all coding exons and intron-exon 131 

boundaries was prepared using a HaloPlex target enrichment kit (Agilent, Santa Clara, 132 

USA) following the manufacturer’s instructions. Briefly, we fragmented the human 133 
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genome (the samples were digested by 16 different restriction enzymes to create a 134 

library of gDNA restriction fragments) and enriched for the coding regions of genes by 135 

using complementary highly specific biotinylated probes. HaloPlex probes are designed 136 

to hybridise selectively to fragments originating from target regions of the genome. and 137 

to direct circularisation of the targeted DNA fragments. Hybridized probes were 138 

captured with magnetic beads and target fragments were ligated to create circular DNA 139 

molecules. Subsequently, libraries were amplified by PCR, introducing unique index 140 

sequences that allow all pools to be sequenced together. Sequencing was performed 141 

using the NGS MiSeq Illumina sequencer (Illumina, Inc.). As an acceptance threshold 142 

value we selected a Q-score of 30, corresponding to a 1:1000 error rate. 143 

 144 

Bioinformatics tools 145 

Fastq files from the sequencer were redirected to a custom pipeline for HaloPlex™ 146 

Target Enrichment System on the DNA nexus platform and/or to Agilent Surecall 147 

software. 148 

Briefly, reads were aligned to the human reference genome (GRCh37/hg19) 149 

(http://hgdownload.cse.ucsc.edu/) with Burrows-Wheeler Aligner (BWA) [25] and 150 

variants were called using at least 2 of the 3 following variant callers: Genome Analysis 151 

Toolkit (GATK) [26-28], Freebayes [29] (both within the DNA nexus platform), and 152 

Base Alignment Quality (BAQ) Single Nucleotide Polymorphism (SNP) caller (within 153 

SureCall tool). 154 

Variants passing quality filters were annotated separately against NCBI RefGene 155 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) and ENSEMBL Variant Effect Predictor ver.72 156 

(http://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep). 157 

 158 
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Prioritization of candidate genes 159 

Variants were further filtered out to exclude all variants classified as synonymous, non-160 

pathogenic, or with a frequency above 0.01 in control populations (data from dbSNP 161 

database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), 1000 Genomes Project 162 

(http://1000genomes.org), Exome Sequencing Project 163 

(http://evs.gs.washington.edu/EVS/), and Exome Aggregation Consortium (ExAC) 164 

(http://exac.broadinstitute.org/)). We attempted to estimate the putative pathogenic 165 

effect of non-reported suspected variants with conventional and freely available online 166 

tools, such as Polymorphism Phenotyping version 2 (Polyphen2) 167 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT) 168 

(http://sift.bii.a-star.edu.sg/), and HSF (http://www.umd.be/HSF/) [30-32]. PolyPhen2 169 

scores of less than 0.15 are predicted to be benign, scores from 0.15 to 0.85 as possibly 170 

damaging, and scores greater than 0.85 are interpreted as probably damaging. SIFT 171 

scores of less than 0.05 are predicted to be deleterious and those greater than or equal to 172 

0.05 are predicted to be tolerated. Also, we used Exomiser 173 

(http://www.sanger.ac.uk/resources/databases/exomiser/) [33], an online tool that 174 

functionally annotates and prioritises mutated genes using variant frequency, predicted 175 

pathogenicity, inheritance pattern, and model organism phenotype data as criteria. 176 

Scores are based on Mutation Taster [32], SIFT [34], Polyphen2 [31], and GERP [35]. 177 

GERP scores ranged from -12.3 to 6.17, with 6.17 being the most highly conserved. 178 

Finally, the selected variants were evaluated within the context of their individual 179 

phenotype and clinical data. Putatively causative mutations were validated by 180 

conventional Sanger sequencing and tested by segregation analysis when possible. 181 

 182 

 183 
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Criteria for Pathogenicity 184 

We classified a novel variant as pathogenic according to the international guidelines of 185 

the American College of Medical Genetics (ACMG) Laboratory Practice Committee 186 

Working Group [36]. 187 

 188 

Results 189 

We recruited, studied, and classified 87 patients with epilepsy and developmental delay, 190 

most (68/87, 78.2%) with an onset in the first year of life. Clinical diagnoses are 191 

summarized in Table 2. A large proportion of patients were unable to be classified, 192 

mainly due to incomplete clinical data (56/87). The patients were analyzed using a 193 

targeted next-generation custom gene panel. A mean coverage of 263× was obtained per 194 

sample (minimum 83× and maximum 443×), with 88% of bases covered at more than 195 

30×. The percentage of read mapped to the reference genome was between 84.8% and 196 

91.8%, with a mean of 88.3%. 197 

Table 2. Clinical diagnosis in 87 patients with epilepsy and developmental delay 198 
 199 
 200 
 201 
 202 
 203 
 204 
 205 
 206 
 207 
 208 
 209 
 210 
 211 
 212 
 213 
 214 

 aEarly-onset epileptic encephalopathy includes Ohtahara syndrome (OS) 215 
and early myoclonic encephalopathy (EME). 216 

 217 

Clinical diagnoses n % 

Infantile spasms (IS) 12 13.8% 

Early-onset epileptic encephalopathy (EOEE)a 9 10.3% 

Lennox-Gastaut syndrome (LGS) 6 6.9% 

Landau-Kleffner syndrome (LKS) 1 1.1% 

Severe myoclonic epilepsy in infancy (SMEI) 1 1.1% 

Myoclonic-astatic epilepsy (MAE) 1 1.1% 

Malignant migrating partial seizures of infancy (MMPSI) 1 1.1% 

Unclassified epilepsy 

Epileptic encephalopathies 
(EEs) 

44 50.6% 

Generalized epilepsies 8 9.2% 

Focal epilepsies 4 4.6% 
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After a stringent filtering procedure was carried out, a total of 18 presumed disease-218 

causing variants in 12 genes were detected, including KCNQ2 (n=4), CDKL5 (n=3), 219 

SCN1A (n=1), PCDH19 (n=1), STXBP1 (n=1), SLC2A1 (n=1), ARX (n=1), ALG13 220 

(n=1), SYNGAP1 (n=1), GRIN1 (n=1), CHD2 (n=1), and POLG (n=2). We identified 3 221 

(16.7%) frame-shift insertion-deletion, 2 (11.1%) putative splice site, and 13 (72.2%) 222 

missense variants, of which 12 (66.7%) arose de novo and 7 (38.9%) were novel. 223 

Genomic evolutionary rate profiling (GERP) score showed that these variants affected 224 

highly conserved amino acids in mammals and were reported to be deleterious in the 225 

prediction programs used. In total, we were able to identify 18 disease-causing variants 226 

in 17 patients. 227 

Of the 17/87 (19.5%) patients with positive findings, 10/44 (22.7%) had unclassified 228 

EEs, 5/9 (55.6%) had EOEE, 1/1 (100%) was diagnosed with severe myoclonic epilepsy 229 

of infancy (SMEI), and 1/12 (8.3%) had infantile spasms (IS). 230 

An overview of all detected variants is shown in Table 1. 231 

It is worth noting that the positive cases in our panel had previously undergone different 232 

clinical and genetic tests, including karyotyping (41.2%, (7/17)), magnetic resonance 233 

imaging (MRI) (100%, (17/17)), metabolic screening (70.6%, (12/17)), mitochondrial 234 

DNA screening (23.5% (4/17)), comparative genomic hybridisation (CGH) array test 235 

(5.9% (1/17)), and sequential single-gene analysis (1–6 genes, see Table 1) (58.8% 236 

(10/17)). 237 

Four point variants in KCNQ2 were identified in 3 patients with EOEE and one patient 238 

with unclassified EE: c.602G>A (patients 1 and 2), c.601C>T (patient 3), and c.803T>C 239 

(patient 4). Two variants arose de novo (see Table 1). Parental DNA samples (either 240 

parent) were not available for patient 3, or no paternal DNA sample was available for 241 

patient 1 (both were born following in vitro fertilisation (IVF)). 242 
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Interestingly, a variant affecting the same codon as in patients 1 and 2 has been reported, 243 

though with a different base substitution (Arg>Cys) [37]. 244 

The variants c.601C>T and c.602G>A are located in the transmembrane S4 domain, and 245 

the c.803T>C variant is located in the pore-forming H5 domain of the protein. All 3 246 

variants are predicted to be pathogenic. 247 

We also detected a previously reported STXBP1 heterozygous variant (c.1216C>T, 248 

rs796053367) in a patient diagnosed as having EOEE. This causative variant is located 249 

at exon 14, leading to the substitution of a conserved residue, R406, in domain 3b of 250 

STXBP1, and was not found in her parents [38, 39]. All patients described above had 251 

onset in the first 3 weeks of life and the electroencephalogram (EEG) showed a burst-252 

supression pattern. 253 

Three de novo CDKL5 variants (c.52_53insT, c.377G>A, and rs267606715) presumed 254 

to be disease-causing were identified in 3 patients belonging to the unclassified EE 255 

group (see Table 1). The novel variants (c.52_53insT) and c.377G>A) are located in the 256 

catalytic domain of the protein. Furthermore, the c.52_53insT variant affects the ATP-257 

binding site and produces a truncated protein [40]. 258 

We have also identified pathogenic variants in ALG13, GRIN1, ARX, SCN1A, PCDH19, 259 

SLC2A1, CHD2, SYNGAP1, and POLG (see Table 1). 260 

The variant found in ALG13 (c.320A>G) in a patient with IS who progressed to 261 

Lennox-Gastaut syndrome (LGS) has been previously reported (rs398122394) as 262 

pathogenic and is located in the region where glysosyltransferase activity resides. 263 

Two causative de novo variants in GRIN1 (c.2504C>A, p.Ala835Asp) and ARX 264 

(c.196G>A, p.Gly66Ser, rs1057518564) were found in a patient with an unclassified EE 265 

(patient 17) and in another diagnosed as EOEE (patient 15), respectively. The GRIN1 266 

variant affects the calmodulin-binding domain, a highly conserved domain of the N-267 
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methyl-D-aspartate (NMDA)-receptor 1 [41]. Variants in this domain disturb 268 

interactions with intracellular proteins, which may impair receptor function [42]. 269 

We identified a de novo SCN1A splicing variant (c.602+1G>A, rs794726827) in a 270 

patient with unclassified EE. This pathogenic variant affects the splice-donor site in 271 

intron 4 and is located in the S3 transmembrane segment of domain I of the SCN1A 272 

protein. Human Splicing Finder (HSF) does not predict a cryptic splice-site activation; 273 

therefore, this variant may lead to skipping of exon 4, resulting in an affected channel. 274 

We could not confirm the predicted consequences because RNA samples were not 275 

available. 276 

A paternally inherited PCDH19 variant (c.698A>G, p.Asp233Gly) was detected in one 277 

female diagnosed with SMEI. This novel variant is located in the first exon, which 278 

codifies the extracellular domain of the protein. The patient did not present any autistic 279 

features and her father was asymptomatic, contrasting with data reported by other 280 

authors [43, 44]. 281 

Patient 13 showed a heterozygous splice-site pathogenic variant (c.115-2A>G) in 282 

SLC2A1, which was confirmed as de novo. This variant affects the splice-acceptor site 283 

of the third exon but, according to the HSF, a cryptic splice site is activated. It causes a 284 

variation in the length of the exon, eliminating 9 nucleotides, which results in a loss of 3 285 

amino acids in the protein. We could not test the functional consequence of this splice-286 

site variant because the RNA samples were not available. 287 

A G>A transition in the nucleotide 2317 in CHD2, which produces a Glu>Lys 288 

substitution in position 337, was found in patient 12, who had an unclassified EE. This 289 

change is located in the first chromodomain of the protein, likely affecting the 290 

remodeling of chromatin.   291 
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A novel disease-causing variant in SYNGAP1 (c.333_334insG, p.Lys114GlufsTer38) 292 

was found in a patient diagnosed as unclassified EE. This variant was not found in the 293 

parents. The variant p.Lys114GlufsTer38 is located in the pleckstrin homology domain 294 

in the N-terminal segment of the protein, and generates a truncated protein. 295 

Finally, we identified 2 reported pathogenic variants in POLG (c.156_158dupGCA, 296 

p.Gln52dup; c.2492A>G, p.Tyr831Cys) in a patient included as an unclassified EE. The 297 

first variant was inherited from his mother, though the heritability of the second 298 

mutation could not be confirmed. The patient presented a late-onset unclassified EE 299 

with posterior electrical and neuroimaging abnormalities compatible with those 300 

previously described in patients harboring variants in POLG. 301 

 302 

Discussion 303 

NGS panels are now used widely in the clinical setting to identify genetic causes of 304 

epilepsy, replacing the traditional gene-by-gene approach. The genetic heterogeneity 305 

and the phenotypic overlap in severe early-onset epilepsies make multigene panel 306 

analysis a useful diagnostic tool. 307 

Results from recent large studies incorporating NGS of patients with EE reveal that up 308 

to 30% of cases can be conclusively resolved with current technologies [45]. 309 

In this study, we describe the development of a Haloplex-based NGS assay in 87 310 

patients with epilepsy and developmental delay. Applying this gene panel analysis, we 311 

were able to identify deleterious variants in 19.5% patients (17 of 87). Our results are in 312 

accordance with those previously reported by other authors, with diagnostic yields 313 

ranging between 10% and 48.5% [8, 20, 23, 24, 46-52]. Recent data show that de novo 314 

variants play an important role in EEs [53-55]. In our study, 12 out of 18 (66.7%) 315 

pathogenic variants were shown to be de novo. 316 
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We identified positive findings in most known prominent epilepsy genes such as 317 

KCNQ2 [56], CDKL5 [57], STXBP1 [58], SCN1A [59, 60], PCDH19 [61], POLG [62], 318 

SLC2A1 [63], and ARX [64] and in others more recently associated with EE such as 319 

ALG13 [53], CHD2 [65], SYNGAP1 [66], and GRIN1 [67]. 320 

All of these genes are well established for severe early-onset epilepsies. We found a 321 

causative variant in 10 of 44 patients diagnosed with unclassified EE, the majority (8 of 322 

10) with seizure onset in the first years of life, and 5 of 9 classified as EOEE. The 323 

overall positive rates were 14.3% and 55.6% in these groups of patients, respectively 324 

[50, 68, 69]. 325 

As mentioned above, the positive findings were related to genes well established as 326 

being causative of severe early-onset epilepsy and are consistent with the phenotypes of 327 

our patients, although the genotype could have been unsuspected. 328 

In our panel analysis, we were unable to detect causative variants in 70 out of the 87 329 

patients belonging to the IS, LGS, Landau-Kleffner syndrome (LKS), myoclonic-astatic 330 

epilepsy (MAE), and malignant migrating partial seizures of infancy (MMPSI) groups 331 

categorized as EEs, and in groups consisting of unclassified generalized and focal 332 

epilepsies. There are several reasons for these negative results. First, the patients were 333 

recruited for research purposes. Subsequent clinical and genetic studies identified the 334 

etiology in 12 cases: 9 patients showed structural brain abnormalities on MRI scan, 2 335 

individuals carried a mitochondrial pathogenic variant, and 1 patient harboured a 336 

heterozygoous deletion in PCDH19 that was not detected in the panel. Second, as we 337 

did not have detailed phenotypic data for 20 patients and many of these patients were 338 

studied at early stages of the disease, the final diagnosis may have beeb modified (in 339 

fact, during follow-up 1 patient was finally diagnosed with Jeavons syndrome). Some of 340 

these patients were recruited a substantial amount of time ago and it is likely that other 341 
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clinical or genetic tests could shed light on the underlying etiology. Finally, the absence 342 

of any presumed disease-causing variant in 37 patients with intensive follow-up and 343 

without relevant clinical changes was probably due to the fact that the causative gene 344 

was not present in our design. On the other hand, it should be noted that the findings in 345 

the negative cases included in epileptic disorders with a low diagnostic yield are in 346 

accordance with data reported by other authors [8, 14, 20, 22, 46-51]. 347 

In conclusion, our HaloPlex design demonstrates the utility of this gene panel approach 348 

to identify the cause of cases with some type of genetic epilepsy in infancy, reducing 349 

time to EOEE diagnosis and minimising study cost. Despite the fact that the clinical 350 

presentations of the epileptic disorders frequently overlap and even when phenotypic 351 

data are scarce, this type of approach, which includes the most relevant epilepsy-352 

associated genes, offers rapid testing with a good diagnostic yield at a reduced cost. 353 
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S1 Table. Genes in the first panel of epilepsy. 

Gene Interval Gene Interval 

ALDH7A1 chr5:125880557-125930990 KCNQ2 chr20:62037897-62103916 

ARHGEF9 chrX:62854747-63005513 KCNQ3 chr8:133141409-133492879 

ARX chrX:25022687-25033954 KCTD7 chr7:66093952-66105481 

ATP1A2 chr1:160085552-160111212 LGI1 chr10:95517802-95557660 

BRD2 chr6:32940576-32948595 MAGI2 chr7:77648532-79082736 

CACNA1A chr19:13318027-13617138 MAPK10 chr4:86938281-87115654 

CACNA1B chr9:140772286-141016551 MBD5 chr2:149216228-149270610 

CACNA1E chr1:181452781-181768070 ME2 chr18:48422091-48473654 

CACNA1H chr16:1203638-1271094 MECP2 chrX:153295718-153363222 

CACNB4 chr2:152695533-152955625 MFSD8 chr4:128841685-128886388 

CDKL5 chrX:18525117-18671764 NEU1 chr6:31827396-31830653 

CLCN2 chr3:184064294-184079367 NHLRC1 chr6:18121550-18122937 

CLN3 chr16:28488737-28503180 NTNG1 chr1:107691116-108023562 

CLN5 chr13:77565987-77575204 PCDH19 chrX:99551175-99663695 

CLN6 chr15:68500378-68522022 PLCB1 chr20:8113199-8862596 

CLN8 chr8:1703844-1734838 PNKP chr19:50364405-50370561 

COL4A1 chr13:110802610-110959474 PNPO chr17:46018942-46024248 

CSTB chr21:45193983-45196250 POLG chr15:89859882-89877085 

CTSD chr11:1774633-1785189 PPP1R3C chr10:93389584-93392826 

CHRNA2 chr8:27319046-27328675 PPT1 chr1:40539633-40563010 

CHRNA4 chr20:61977990-61992617 PRICKLE1 chr12:42853511-42866418 

CHRNB2 chr1:154540421-154548508 PRICKLE2 chr3:64084627-64184703 

DCX chrX:110544815-110654302 PRRT2 chr16:29824276-29826059 

EFHC1 chr6:52285109-52357239 SCARB2 chr4:77082766-77134796 

EPM2A chr6:145822619-146057260 SCN1A chr2:166847655-166930231 

FOXG1 chr14:29236386-29238055 SCN1B chr19:35521625-35530705 

FOXP1 chr3:71008298-71247632 SCN2A chr2:166152234-166246434 

GABRA1 chr5:161277717-161324528 SCN2B chr11:118037502-118047246 

GABRB3 chr15:26792840-27018971 SCN5A chr3:38591712-38674898 

GABRD chr1:1950763-1961821 SCN8A chr12:52056502-52201313 

GABRG2 chr5:161494906-161580474 SCN9A chr2:167055082-167168366 

GBA chr1:155204686-155211003 SLC25A22 chr11:791815-795106 

GLB1 chr3:33038437-33138677 SLC2A1 chr1:43392612-43424422 

GPR56 chr16:57684100-57697594 SMS chrX:21958843-22012569 

GPR98 chr5:89854613-90459817 SPTAN1 chr9:131328920-131395713 

GRIN2A chr16:9856906-10274368 SRPX2 chrX:99901220-99926084 

GRIN2B chr12:13715617-14019242 STXBP1 chr9:130374583-130453236 

HEXA chr15:72636318-72668413 SYN1 chrX:47432163-47479227 

HEXB chr5:73980986-74017100 TPP1 chr11:6635677-6640731 

KCNA1 chr12:5020445-5022132 TSC1 chr9:135771522-135804359 

KCNJ10 chr1:160011083-160012422 TSC2 chr16:2098517-2138711 

KCNMA1 chr10:78646924-79397500   

 



S2 Table. Genes in the second panel of epilepsy. 

Gene Interval Gene Interval 

ALDH5A1 chr6:24495187-24533950 KCNH6 chr17:61600685-61623273 

ALDH7A1 chr5:125880647-125931092 KCNQ1 chr11:2466211-2870350 

ALG13 chrX:110924336-111003237 KCNQ2 chr20:62037987-62104003 

ALG3 chr3:183960292-183967323 KCNQ3 chr8:133141499-133493014 

ANO4 chr12:101188364-101520858 KCNT1 chr9:138594021-138684017 

ARFGEF2 chr20:47538265-47649746 LGI1 chr10:95517556-95557570 

ARHGEF17 chr11:73019653-73078835 MAGI2 chr7:77648622-79082900 

ARHGEF9 chrX:62857898-63005436 MBD5 chr2:148778570-149270520 

ARX chrX:25022777-25034075 MECP2 chrX:153295808-153363198 

ATP1A2 chr1:160085510-160111122 NBEA chr13:35516414-36245138 

CACNA1A chr19:13318117-13617284 NEDD4L chr18:55711600-56063511 

CACNA1H chr16:1203231-1271004 NEU1 chr6:31827486-31830719 

CACNA2D2 chr3:50402087-50540902 NHLRC1 chr6:18121640-18122847 

CASK chrX:41379663-41782297 NTNG1 chr1:107682619-108023472 

CBL chr11:119076976-119170501 P2RX2 chr12:133195356-133198568 

CDKL5 chrX:18443715-18671674 PCDH19 chrX:99551265-99665281 

CHD2 chr15:93443541-93567945 PIGA chrX:15339618-15353686 

CHRNA2 chr8:27319136-27336823 PIGN chr18:59713079-59854299 

CHRNA4 chr20:61978080-61992758 PIGO chr9:35089079-35096608 

CHRNB2 chr1:154540247-154548418 PIGQ chr16:619958-633644 

CNTN2 chr1:205012330-205042903 PLCB1 chr20:8112902-8862506 

CSNK1G1 chr15:64464120-64648452 PNKP chr19:50364495-50370832 

CSTB chr21:45194073-45196266 PNPO chr17:46018879-46024158 

DCX chrX:110544905-110655470 POLG chr15:89859972-89878036 

DEPDC5 chr22:32149927-32302493 PRRT2 chr16:29823399-29827212 

DNM1 chr9:130965653-131017003 RBFOX1 chr16:6069122-7760757 

EFHC1 chr6:52284984-52360593 RBFOX3 chr17:77086955-77512240 

ELP4 chr11:31531287-31805082 RYR3 chr15:33603167-34157437 

EPM2A chr6:145946821-146057001 SCN10A chr3:38738830-38835511 

FASN chr17:80037009-80056116 SCN1A chr2:166847745-167005652 

FLNA chrX:153577207-153603016 SCN1B chr19:35521582-35530615 

FOXG1 chr14:29236268-29239493 SCN2A chr2:166095902-166246344 

FOXP1 chr3:71008388-71633150 SCN2B chr11:118037592-118047347 

FOXP2 chr7:113726355-114333837 SCN5A chr3:38591802-38691174 

GABBR2 chr9:101052856-101471489 SCN8A chr12:51985010-52201223 

GABRA1 chr5:161274187-161324438 SCN9A chr2:167055172-167232507 

GABRB3 chr15:26792930-27018945 SHANK3 chr22:51113060-51169750 

GABRD chr1:1950758-1961731 SLC25A12 chr2:172641774-172750826 

GABRG2 chr5:161494638-161580384 SLC25A22 chr11:791905-798279 

GNAO1 chr16:56225241-56388975 SLC2A1 chr1:43392702-43424857 

GPR56 chr16:57653900-57697504 SLC35A2 chrX:48760705-48769245 

GRIN1 chr9:140033599-140062304 SPTAN1 chr9:131314827-131395623 

GRIN2A chr16:9856996-10276621 SRPX2 chrX:99899153-99925994 

GRIN2B chr12:13715707-14133032 ST3GAL3 chr1:44173194-44396847 

HCN2 chr19:589883-616484 STX1B chr16:31004132-31021839 

HEXA chr15:72636408-72668530 STXBP1 chr9:130374476-130453146 

HEXB chr5:73980959-74017010 SYN1 chrX:47432253-47479266 

HNRNPU chr1:245017742-245027837 SYNGAP1 chr6:33387837-33419693 

IQSEC2 chrX:53263391-53350532 SZT2 chr1:43855546-43916161 

KCNA1 chr12:5019063-5027432 TBC1D24 chr16:2525137-2550969 

KCNA2 chr1:111136505-111174106 TPP1 chr11:6635767-6640702 

KCND2 chr7:119913712-120387922 ULK1 chr12:132379269-132405916 

KCNH2 chr7:150642443-150675412 ULK2 chr17:19679652-19771249 
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Resumen

Introducción:  El síndrome  de Ohtahara  (SO,  OMIM#308350,  ORPHA1934)  es  una  encefalopatía
epiléptica  de  inicio  precoz  (EEIP)  caracterizada  por  espasmos,  crisis  epilépticas  intratables,  un
trazado electroencefalográfico  de brote-supresión  y  retraso  psicomotor  grave.  En la  mayoría
de los pacientes  con  SO  se  han  identificado  mutaciones  en  el  gen  STXBP1,  que  codifica  para
la proteína  de  unión  a  sintaxina  1  y  que  está implicado  en  el mecanismo  de exocitosis  de las
vesículas sinápticas.
Paciente  y  resultados:  Se  presenta  el  caso  clínico  de un varón  de 19  meses  de  edad  diagnosti-
cado  de  SO  en  el  que  se  ha  identificado  una  mutación  no descrita  (c.1249  +  2T  > C,  G417AfsX7)  en
el gen  STXBP1.  La  mutación  está  localizada  en  uno  de  los  sitios  donadores  implicados  en  el  pro-
cesamiento del  ARNm  del  gen,  lo  que  produce  la  pérdida  del  exón  14  y  el  posterior  truncamiento
de la  proteína  que  codifica.
Conclusiones:  Esta  nueva  mutación  en  el  gen  STXBP1,  identificada  en  un  paciente  sin  lesión
cerebral  estructural  subyacente,  amplía  el  espectro  mutacional  asociado  a  este  devastador
síndrome  epiléptico.
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Novel  mutation  in  STXBP1  gene  in  a patient  with  non-lesional  Ohtahara  syndrome

Abstract

Introduction:  Ohtahara  syndrome  (OS,  OMIM#308350,  ORPHA1934)  is an  early-onset  epileptic
encephalopathy  (EOEE)  characterised  by  spasms,  intractable  seizures,  suppression-burst  pat-
tern on  the  electroencephalogram,  and  severe  psychomotor  retardation.  Mutations  in STXBP1

—–a gene that  codes  for  syntaxin  binding  protein  1 and  is involved  in synaptic  vesicle  exocytosis—–
has been  identified  in  most patients  with  OS.
Patient  and results: We  report  the  case  of  a  19-month-old  child  with  OS  who  displays  a  pre-
viously  unreported  mutation  in  STXBP1  (c.1249  + 2T  > C,  G417AfsX7).  This  mutation  is  located  in
a donor  splice  site  and  eliminates  exon  14,  resulting  in a  truncated  protein.
Conclusion:  This  previously  unreported  STXBP1  mutation  in  a  subject  with  Ohtahara  syndrome
and non-lesional  magnetic  resonance  imaging  (MRI)  broadens  the  mutational  spectrum  associa-
ted with  this  devastating  epileptic  syndrome.
© 2014  Sociedad  Española  de Neuroloǵıa.  Published  by  Elsevier  España,  S.L.U.  All  rights
reserved.

Introducción

El  síndrome  de  Ohtahara  (SO,  OMIM#308350,  ORPHA1934)  es
una  encefalopatía  epiléptica  de  inicio  precoz  (EEIP)  carac-
terizada  por  espasmos,  crisis  epilépticas  intratables,  un
trazado  electroencefalográfico  de  brote-supresión  y  grave
retraso  psicomotor1.  Cuando  los  pacientes  no  presentan
alteraciones  cerebrales  a  nivel estructural  ni existe  un
trastorno  metabólico  subyacente,  se debe  considerar  la
posibilidad  de  una  etiología  genética.  En  la mayoría  de los
pacientes  con  SO  se  han  identificado  mutaciones  en  el  gen
STXBP12,3.

El gen  STXBP1  codifica  para  una  proteína  de  unión  a  sin-
taxina  1 que  regula  la  secreción  de  las  vesículas  sinápticas  a
través  de  la  unión  a las  proteínas  soluble  N-ethylmaleimide-

sensitive  factor  attachment  protein  receptor  (SNARE)4.  Este
complejo  de  proteínas  tiene  un  papel  esencial  en  la  fusión
de  las  vesículas  sinápticas  con la  membrana  plasmática
presináptica,  lo que  permite  la  liberación  de  los  neurotrans-
misores  en la  hendidura  sináptica5.

En  este  trabajo  se describe  una  nueva  mutación  en uno
de  los  sitios  donadores  implicados  en  el  procesamiento  del
ARNm  del  gen  STXBP1  en un  paciente  con SO  sin  lesión  cere-
bral  subyacente.

Paciente  y métodos

El  paciente  fue  diagnosticado  en  la Unidad  de  Neuropedia-
tría  del  Hospital  Virgen  de  la Salud de  Toledo  y  se derivó
para  su  estudio  genético  al  Laboratorio  de  Neurología  del
IIS-Fundación  Jiménez  Díaz.

Caso  clínico

El  paciente  es un varón  de  19  meses  de  edad,  nacido  de
padres  sanos,  no consanguíneos  y  sin  antecedentes  familia-
res  de  epilepsia.  En  los  primeros  15  días  de  vida  presentó

crisis  epilépticas  tónicas,  clónicas  focales  y  oculógiras.  A
los  45  días  de edad,  el  electroencefalograma  mostró  un
trazado  de brote-supresión  indicativo  de SO.  El examen
físico  no  reveló  dismorfias  y  la  resonancia  magnética  y  los
estudios  metabólicos  no  aportaron  resultados  positivos.  A
los  5  meses  de edad  inició  espasmos.  El tratamiento  con
vigabatrina  y  corticoides  fue  efectivo,  aunque  el  paciente
desarrolló  posteriormente  crisis  parciales  complejas  refrac-
tarias.  Actualmente,  presenta  un  grave  retraso  psicomotor,
con  ausencia  de  soporte  cefálico,  ausencia  de  lenguaje,
escasa  fijación  visual  e  hipotonía  generalizada.

Métodos

El ADN genómico  se obtuvo  a partir  de linfocitos  de  sangre
periférica  usando  protocolos  estandarizados.  La  secuencia-
ción  del  gen  STXBP1  se  realizó  en  ambas  direcciones  en  los
fragmentos  amplificados  —–mediante  la  reacción  en  cadena
de la  polimerasa—–  procedentes  del  ADN genómico,  utili-
zando  un  kit  de secuenciación  (Life  Technologies,  Carlsbad,
EE.  UU.)  y  un  secuenciador  ABI  3130  (Life  Technologies)  con
cebadores  específicos  para  el  gen STXBP1. El análisis incluyó
las  regiones  exónicas,  las  zonas  de unión  exón/intrón  y  las
regiones  reguladoras  en  posición  5′ y 3′ de la secuencia  del
gen  STXBP1.  La secuencia  de  referencia  utilizada  para  el
análisis  del  ARNm  del gen  STXBP1  ha sido NM  001032221.3
(número  de  acceso  del NCBI).

La  nueva  variante  identificada  se  comprobó  en 165 indi-
viduos  sanos.

El ADNc  se obtuvo  mediante  la reacción  de transcripción
inversa  en  cadena  de la polimerasa  del ARNm  extraído  de
sangre  total,  utilizando  un  cebador  oligo  (dT)  y  el  sistema
de  transcripción  inversa ImProm-II  (Promega,  Fitchburg,  EE.
UU.).  El ADNc  fue  posteriormente  amplificado  con  cebado-
res  específicos  (5’-GAAGTCACCCGGTCTCTGAA-3’  [directo]
y  5’-CACCGTGAGAGCTGGTAGGT-3’  [reverso])  para  obtener
un  fragmento  que  incluyera  del exón  11  al exón  16 del  gen
STXBP1.
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Paciente Salvaje

Mutado

Padres

11 12 13 14 15 16

c.1249+2T>C

Figura  1  Representación  esquemática  de  la  estructura  genómica  de la  zona  (exones  del  11  al  16)  del  gen  STXBP1  que  contiene
la mutación  c.1249  + 2T  > C (localizada  en  el intrón  14  e indicada  con  un asterisco).  Los  electroferogramas  muestran  la  mutación
c.1249 +  2T  >  C  identificada  en  el paciente  y  la  correspondiente  secuencia  en  los  progenitores,  sugiriendo  que  es  una  mutación  de

novo.

La  mutación  se  analizó  con  el  programa  Human  Spli-
cing  Finder  (http://www.umd.be/HSF/),  una  herramienta
bioinformática  que  se utiliza  para  predecir  el  efecto  de
las  variantes  en zonas  implicadas  en  el  procesamiento  del
ARNm6.

Resultados

Hemos  identificado  una  nueva  mutación  en  heterocigosis  en
el  gen  STXBP1  (c.1249  +  2T  > C)  localizada  en  el  sitio  dona-
dor  implicado  en  el  procesamiento  del  ARNm  del intrón
14.  La  mutación  no  se  ha encontrado  en  los progenitores
(fig.  1)  y  tampoco  en  los  165  individuos  controles  analizados.
El  análisis  de  esta  variante  con el  programa  bioinformá-
tico  de  predicción  sugiere  que  se produce  una  pérdida
de  afinidad  de  la maquinaria  implicada  en el  procesa-
miento  del  ARNm  por  el  sitio  donador  que  tiene  la  mutación
(�CV  =  —31,94).  No  se predice  activación  de  sitios  crípti-
cos.

Esta  predicción  se confirmó  mediante  amplificación  de
la  región  del  ADNc  que  contiene  la  variante  identificada.
Se  visualizó  una  única  banda  de  559  pb  (amplicón  corres-
pondiente  al  transcrito  salvaje)  en  el  ADNc  de  los padres,
y  2 bandas  en  el  ADNc  del paciente:  la  banda  de 559
pb  y  una  banda  de  420  pb (amplicón  correspondiente  al
transcrito  mutado)  (fig.  2A). El  análisis  mediante  secuen-
ciación  directa  reveló  que  el  amplicón  de  420 pb  carece
del  exón  14,  originándose  un nuevo  codón  de  parada

en  la posición  424 de la secuencia  proteica  (G417AfsX7)
(fig.  2B).

Discusión

En  este  trabajo  se ha identificado  una  nueva  mutación  en  el
gen  STXBP1  en  un  paciente  con diagnóstico  de SO  sin  lesión
estructural  cerebral  subyacente.

Desde  el  año 2008  se han  descrito  mutaciones  en  el  gen
STXBP1  en  pacientes  con  SO,  síndrome  de  West  y EEIP,  obser-
vándose  en  aproximadamente  el  22%  de los  casos  de  SO  sin
lesión  cerebral2,3,7.

El  gen  STXBP1  está  localizado  en el  cromosoma  9q34.11,
contiene  20  exones  y codifica  para  la  proteína  de  unión a
sintaxina  1  (STXBP1).  La proteína  STXBP1  regula  el  acopla-
miento  de las  vesículas  sinápticas,  así como  la liberación  de
los  neurotransmisores  mediante  la  unión  específica  a  sinta-
xina  1  A (STX1A),  cambiando  su conformación  y  regulando
con  ello  al  complejo  SNARE5.

La nueva  mutación  identificada,  c.1249  + 2T  >  C,  produce
la  pérdida  del sitio  donador  implicado  en el  procesamiento
del  ARNm  del  intrón 14.  A nivel  de la proteína,  las  con-
secuencias  implican  la  pérdida  completa  del dominio  3 b y
parte  del dominio  2  de STXBP1.  Los  dominios  1  y  3 a forman
la  cavidad  central  que  proporciona  la  superficie  de  unión
a  STX1A,  un paso esencial  para  la  formación  del  complejo
SNARE y  la  posterior  liberación  de los  neurotransmisores8.
Por  lo tanto,  la  mutación  identificada  no  debería  afectar  a
la  unión  de STXBP1  con  STX1A.
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Figura  2  Análisis  de  la  mutación  c.1249  + 2T >  C por  secuenciación  del ADNc.  A)  La  amplificación  de  la  región  del  ADNc  correspon-
diente a los  exones  11-16  del  gen  STXBP1  evidenció  2  tamaños  de  amplicón  en  el paciente:  uno  de  559 pb,  visualizado  también  en
los progenitores,  y  otro  de  420  pb, correspondiente  al  amplicón  del  transcrito  mutado.  B)  La  secuenciación  del  amplicón  de  420  pb
confirma la  pérdida  del exón  14  del  gen  STXBP1.

Se han  descrito  mutaciones  en el  mismo  dominio  funcio-
nal  de  STXBP19,  indicando  la  patogenicidad  de  esta  nueva
mutación.  Por otra  parte,  estudios  realizados  con STXBP1
ortóloga  de  Caenorhabditis  elegans  indican  que  cambios  en
los  residuos  aminoacídicos  anteriores  a  la  posición  p.Y402
podrían  afectar  al  proceso  de  fusión  de  las  vesículas  sináp-
ticas.  El  transcrito  mutado  probablemente  sea  degradado  a
través  del  mecanismo  NMD,  un  mecanismo  de  degradación
del  ARNm  mediado  por  mutaciones  terminadoras,  dando
lugar  a  haploinsuficiencia  de  STXBP1,  como  se ha descrito
en  otros  estudios  realizados  con mutaciones  similares10.

Esta  nueva  mutación  en  el  gen  STXBP1, identificada  en un
paciente  con  SO sin  lesión  cerebral  estructural  subyacente,
amplía  el espectro  mutacional  asociado  a este  devastador
síndrome  epiléptico.
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Summary  A  benign  prognosis  has  been  claimed  in  benign  familial  infantile  seizures  (BFIS).
However, few  studies  have  assessed  the  long-term  evolution  of  these  patients.  The  objective
of this  study  is  to  describe  atypical  courses  and  presentations  in  BFIS  families  with  mutations
in PRRT2  gene.

We  studied  clinically  affected  individuals  from  five  BFIS  Spanish  families.  We  found  mutations
in PRRT2  in  all  5  families.

A  non-BFIS  phenotype  or  an  atypical  BFIS  course  was  found  in  9/25  (36%)  patients  harbouring
a PRRT2  mutation.  Atypical  features  included  neonatal  onset,  mild  hemiparesis,  learning  diffi-
culties or  mental  retardation,  and  recurrent  seizures  during  adulthood.  We  also  report  a  novel
PRRT2 mutation  (c.121  122delGT).
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In  BFIS  families  an  atypical  phenotype  was  present  in  a  high  percentage  of  the  patients.  These
findings expand  the  clinical  spectrum  of  PRRT2  mutations  including  non-benign  epileptic  pheno-
types.
© 2014  Elsevier  B.V.  All  rights  reserved.

Introduction

Benign  familial  infantile  seizures  (BFIS,  MIM#601764,
605751)  is  a  familial  autosomal  dominant  epilepsy  syndrome
characterized  by  clusters  of  focal  or  convulsive  attacks  dur-
ing  infancy  with  spontaneous  remission  at  a  young  age  and
without  subsequent  development  of  other  forms  of  epilepsy
(Vigevano  et  al.,  1992).  Early  clinical  and  linkage  studies
found  an  association  between  BFIS  and  paroxysmal  kinesi-
genic  dyskinesia  (PKD)  (Szepetowski  et  al.,  1997),  an  entity
known  as  infantile  convulsions  and  paroxysmal  choreoa-
thetosis  (ICCA).

The  recent  discovery  of  mutations  in  PRRT2, which
encodes  proline-rich  transmembrane  protein  2,  as  a  major
cause  of  BFIS  and  ICCA,  has  confirmed  the  association  among
these  two  entities.  Since  then,  an  increasing  number  of  clin-
ical  phenotypes  have  been  associated  to  PRRT2  mutations
such  as  migraine,  hemiplegic  migraine,  febrile  seizures,
childhood  absence  seizures  or  SUDEP  (Cloarec  et  al.,  2012;
Dale  et  al.,  2012;  Djemie  et  al.,  2014;  Labate  et  al.,  2013;
Marini  et  al.,  2012).  A  more  severe  clinical  picture  with
intellectual  disability  with  or  without  epilepsy  has  been
described  in  individuals  with  a  homozygous  PRRT2  mutation
(Labate  et  al.,  2012;  Najmabadi  et  al.,  2011).

Here,  we  report  clinical  and  genetic  findings  in  five  BFIS
Spanish  families  harbouring  a  PRRT2  mutation.  Non-BFIS
phenotype  or  an  atypical  course  was  found  in  a  high  percent-
age  of  the  patients.  We  also  report  a  novel  PRRT2  mutation
(c.121 122delGT).

Methods

We  recruited  74  affected  and  non-affected  individuals  from
5  families  with  BFIS.  Patients  were  diagnosed  as  BFIS  if  they
had  focal  afebrile  seizures  with  age  at  onset  between  3
months  and  1  year,  absence  of  known  causative  factors  and
remission  before  the  age  of  3  years  (Vigevano  et  al.,  1992).
Clinical  data  were  obtained  by  face-to-face  interviews,  tele-
phone  interviews  or,  when  available,  from  medical  records.

All  participants  or  their  relatives  (in  the  case  of  minors)
signed  an  informed  consent  and  DNA  samples  were  obtained
from  peripheral  blood  lymphocytes  using  standard  proce-
dures.

The  study  was  approved  by  the  Local  Ethics  Committee.

Genetic analyses

PRRT2  sequencing  in  both  orientations  was  performed  with
PCR-amplified  genomic  DNA  fragments  with  a  dye  termina-
tor  cycle  sequencing  kit  (Applied  Biosystems)  on  an  ABI  3130
sequencer  (Applied  Biosystems).  Sequence  analysis  covered
all  exonic  sequences,  exon/intron  boundaries  and  the  regu-
latory  5′-  and  3′-region.  The  NCBI  accession  number  of  the
PRRT2  mRNA  used  for  analysis  was  NM  145239.

The  detected  variants  were  tested  in  165  ethnically
healthy  controls.

Results

Clinical  information  and  DNA  was  available  for  27  affected
members  of  the  five  families  (Fig.  1).

A  heterozygous  PPRT2  mutation  was  identified  in  the  five
families,  in  25  out  of  the  27  affected  individuals  and  in
13  asymptomatic  carriers.  Clinical  and  genetic  findings  are
summarized  in  Table  1.

Clinical  phenotypes

The  majority  of  patients  with  a  PRRT2  mutation  (22  out  of
25)  presented  with  typical  BFIS  with  a  mean  age  at  onset  of
5.5  months  (range  3—8  months)  and  spontaneous  remission
before  3  years  of  age.

Additionally,  a  non-BFIS  phenotype  as  initial  phenotype
was  found  in  three  individuals  harbouring  a  PRRT2  mutation:

Individual  III-48  (family  A),  a 47-year  old  woman,
presented  at  17  days  of  age  with  non-febrile  seizures  char-
acterized  by  arrest  and  generalized  convulsions.  EEG  studies
and  brain  CT  were  reported  as  normal.  Progressively,  seizure
frequency  evolved  from  occasional  at  the  beginning  to  many
times  daily.  From  age  3  years  she  has  remained  seizure-free,
off  antiepileptic  drugs  but  with  a  permanent  and  severe
intellectual  disability.  Individual  III-10  (family  E),  a  10-year
old  boy,  presented  at  the  age  of  6  months  and  a  half  with  a
24-h  cluster  of  episodes  of  arrest,  cyanosis  and  convulsions.
The  interictal  EEG  was  reported  as  ‘‘left  temporal  dysfunc-
tion’’  and  a  medical  report  mentioned  that  the  MRI  revealed
a  left  temporal  arachnoid  cyst.  As  reported  by  his  mother,
he  continued  having  partial  seizures  until  the  age  of  5  years
and  is  still  on  antiepileptic  drugs.  Additional  features  in  this
patient,  evident  from  the  first  year  of  life,  are  moderate
intellectual  disability  and  a  mild  right  hemiparesis.  Finally,
individual  II-5  (family  B)  has  a  history  of  febrile  seizures  (FS)
during  the  first  year  of  life.

During  follow-up  (mean  26  years,  range  1.5—49  years)
other  clinical  features  were  observed  in  some  of  these
patients  such  as  paroxysmal  dyskinesia  in  three  patients  (II-
1,  III-3  and  II-1  from  families  C,  D  and  E  respectively),  a
single  febrile  seizure  in  patient  II-3  (family  B)  and  learn-
ing  difficulties  in  3  patients  (II-3  and  II-6  from  family  B;
III-3  from  family  C).  Two  patients  (IV-9  from  family  A  and
II-3  from  family  D)  presented  with  non-symptomatic  gener-
alized  tonic—clonic  seizures  (GTCS)  at  21  and  31  years  of
age  respectively,  both  with  normal  EEG  and  MRI  studies  and
an  excellent  response  to  antiepileptic  drugs.  Individual  IV-
17  (family  A),  a  32  year-old  man,  with  an  otherwise  typical
picture  of  benign  infantile  seizures  with  onset  at  3  months
of  age  reported  mild  left  hemiparesis  from  the  first  year  of
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Figure  1  Co-segregation  of  PRRT2  mutations  in  families  with  benign  familial  infantile  seizures  (BFIS).  Filled  symbols  denote
affected individuals,  open  symbols  non-affected  individuals  and  symbols  with  a  slash  deceased  individuals,  square  for  males  and
circles for  females.  Numbered  individuals  denote  available  DNA.  *  Individuals  with  a  PRRT2  mutation.

life  persisting  into  childhood.  Neurological  examination  at
present  is  normal.

No  PRRT2  mutations  were  found  in  two  additional  indi-
viduals  (IV-31  and  IV-49),  from  family  A  with  febrile  seizures
plus  and  convulsions  associated  to  mild  gastroenteritis
respectively.

Genetics findings

Sequencing  of  PRRT2  in  74  individuals  from  the  five  families
led  to  the  identification  of  three  heterozygous  truncat-
ing  frameshift  mutations,  two  previously  reported  (Cao
et  al.,  2012;  Chen  et  al.,  2011;  Meneret  et  al.,  2012)
and  one  novel  frameshift  mutation  located  within  exon  2.
These  mutations  co-segregated  with  the  disease  and  none
were  found  in  165  controls  individuals  as  well  as  in  pub-
licly  available  databases  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/;
http://www.1000genomes.org/).

We  identified  the  c.649delC  mutation  (p.Arg217GlufsX12)
in  BFIS  families  A  and  B  and  the  most  frequently  reported
mutation,  c.649  650insC  (p.Arg217ProfsX8),  in  families  C
and  D.

We  found  a  novel  variant,  c.121  122delGT
(p.Val41ThrfsX92)  in  family  E.  This  mutation  results  in
a  frameshift  and  the  introduction  of  a  stop  codon  92
aminoacids  downstream  of  the  deletion.

The  presence  of  PRRT2  mutations  in  unaffected  indi-
viduals  was  identified  in  all  five  families  reducing  the
penetrance  value  (family  A:  45%;  family  B:  75%;  family  C:
67%;  family  D:  80%  and  family  E:  67%).

Discussion

In  this  study  we  have  identified  PRRT2  mutations  in  five  out
of  five  families  with  BFIS.  Clinical  evaluation  confirms  previ-
ously  described  additional  features  associated  with  classical
BFIS  but  also  depict  rare  or  even  unreported  phenotypic
manifestations  in  patients  harbouring  a  PRRT2  mutation.

In  our  series,  atypical  features  during  follow-up  were
found  in  6/22  (27%)  patients  with  BFIS  harbouring  a  PRRT2
mutation  including  learning  difficulties  in  three  individuals,
epilepsy  in  adulthood  in  two  individuals  and  mild  hemi-
paresis  in  one  individual.  Additionally,  three  patients  with
PRRT2  mutations  presented  with  a  non-BFIS  phenotype:  two
patients  with  a  clinical  picture  including  seizure  onset  in  the
first  year  of  life,  moderate  to  severe  mental  retardation  and
mild  hemiparesis  in  one.  A  third  patient  had  only  FS  during
the  first  year  of  life.

The  finding  of  learning  difficulties  in  patients  with  het-
erozygous  PRRT2  mutations  has  also  been  recently  reported
by  other  authors  and  suggests  a  possible  causal  relationship
between  PRRT2  mutations  and  cognitive  disorders  (Djemie
et  al.,  2014).  Of  interest,  proven  well-documented  intel-
lectual  disability  has  only  been  associated  with  homozygous
mutations  in  PRRT2  (Labate  et  al.,  2012;  Najmabadi  et  al.,
2011).

Long-term  follow-up  allowed  us  recognition  of  two
individuals  who  developed  epilepsy  in  adulthood.  Both
individuals  presented  with  spontaneous,  non-symptomatic,
generalized  tonic-clonic  seizures  with  normal  EEG  and  MRI
studies.  Seizures  were  readily  controlled  with  antiepileptic
drugs.  Compiling  evidence  suggests  that  some  individuals
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with  PRRT2  mutations  might  develop  epilepsy  later  in  life
(Djemie  et  al.,  2014).  These  findings  might  be  considered
simples  coincidences  or  might  suggest  that  these  patients
have  an  increased  neuronal  excitability  and  susceptibility  to
seizures.  Nonetheless,  in  our  series  the  presence  of  epilepsy
during  childhood  or  adolescence  in  2  out  of  the  25  patients
is  higher  than  that  expected  in  the  general  population.

Another  intriguing  feature  is  the  observation  that  two
patients  suffered  mild  hemiparesis  without  structural  brain
abnormalities.  Interestingly  Zara  et  al.  (2013)  also  reported
a  patient  from  a  BFIS  familiy  with  congenital  hemiparesis.
Whether  PRRT2  mutations  are  related  to  other  motor  dys-
functions  different  from  PKD  or  unilaterally  impaired  motor
performance  remains  to  be  established.

Our  findings  may  be  the  result  of  chance  of  following
our  patients  for  a  long  period  of  time.  Further  studies  are
needed  to  clarify  the  relationship  between  BFIS  and  epilepsy
and  hemiparesis.

In  our  series  three  patients  had  FS  but  only  two  harboured
a  PRRT2  mutation.  Previous  studies  already  reported  the
coinheritance  of  BFIS  and  FS  (Labate  et  al.,  2013;  Liu  et  al.,
2012;  Marini  et  al.,  2012) but  the  association  between  PRRT2
mutations  and  FS  remains  unclear  (Schubert  et  al.,  2012;  van
Vliet  et  al.,  2012).

We  identified  a  novel  frameshift  variant,  c.121  122delGT
(p.Val41ThrfsX92)  located  within  exon  2  in  one  family  (Fam-
ily  E).  Individuals  with  this  mutation  do  not  present  any  phe-
notypic  difference  compared  to  individuals  harbouring  the
common  PRRT2  mutations.  This  variant  results  in  a  truncated
protein  predicted  to  result  in  haploinsufficiency.  The  pre-
viously  reported  c.649delC  mutation  (Meneret  et  al.,  2012)
has  been  found  in  two  families  with  BFIS  and  no  PKD  features
(families  A  and  B).  This  less  common  mutation  is  located  in
the  PRRT2  ‘‘hot  spot’’ and  has  only  been  reported  in  spo-
radic  PKD  cases  (Meneret  et  al.,  2012).  We  also  found  the
most  frequent  cytosine  insertion  in  position  649  (c.649dupC,
p.Arg217ProfsX8)  (Cao  et  al.,  2012)  in  two  families.

Our  findings  expand  the  clinical  spectrum  of  PRRT2-
associated  phenotypes  to  include  non-benign  phenotypes
such  as  early-onset  severe  epilepsy  with  mental  retardation,
learning  difficulties  in  childhood,  hemiparesis  and  adult-
onset  epilepsy.  We  also  extend  the  mutational  spectrum  of
PRRT2.
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Abstract

Spinal muscular atrophy and progressive myoclonic epilepsy (SMAPME, OMIM#159950) is a rare autosomal recessive disorder characterized
by the combination of progressive myoclonic epilepsy and muscular weakness due to lower motor neuron disease. Mutations in ASAH1, previously
associated only to Farber disease, have been recently described in seven patients with SMAPME. A homozygous c.125C>T mutation was initially
found in six patients with a clinical homogeneous phenotype. A heterozygous compound mutation found in an additional patient has broadened
the clinical and genetic spectrum of clinical SMAPME.

We report a new case of a 13-year-old girl with SMAPME with the homozygous ASAH1 c.125C>T mutation, unique in that it is due to paternal
uniparental disomy. She experienced muscle weakness from the age of three due to lower motor neuron involvement that lead to severe handicap
and onset in late childhood of a progressive myoclonic epilepsy. This clinical picture fully overlaps with that of previously reported patients with
this mutation and supports our view that the clinical phenotype associated with the homozygous c.125C>T mutation constitutes a clinically
homogenous and recognizable disease.
© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: ASAH1; Spinal muscular atrophy and progressive myoclonic epilepsy

1. Introduction

Spinal muscular atrophy and progressive myoclonic epilepsy
(SMAPME, OMIM#159950) is a rare autosomal recessive
disorder characterized by the combination of progressive
myoclonic epilepsy (PME) and muscular weakness due to lower
motor neuron (LMN) disease. To our knowledge only 23
patients who have both PME and LMN disease have been
reported, including 15 patients from 7 multiplex families. Early

clinical reports depicted a heterogeneous syndrome with
respect to age at onset, presenting symptoms, distribution of
muscular atrophy and weakness, and prognosis. Additional
associated neurological symptoms such as cognitive decline,
sensorineural hearing loss, and bulbar or cerebellar
involvement have been reported in some, but not all the patients
[1–5]. While most of these patients lack a specific etiology,
mutations in ASAH1, the gene encoding acid ceramidase, have
been recently identified in 7 patients diagnosed as SMAPME
[6,7]. Interestingly, six of these patients harboring the same
homozygous mutation (c.125C>T, p.Thr42Met) in ASAH1
displayed a homogeneous clinical picture [6]. Mutations in
ASAH1 had been previously associated only to Farber disease.
Here we report the first case of SMAPME with a homozygous
ASAH1 c.125C>T mutation due to paternal uniparental disomy
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and compare the phenotype with that of previously reported
cases.

2. Case report

The patient is a 13-year-old woman born to non-
consanguineous healthy parents originally from Spain. Despite
achieving normal early developmental milestones, she started
walking at the age of 17-months with an unsteady gait. Since
age 3 years her parents noticed progressive difficulties walking
and raising up from the floor. Neurological examination
revealed diffuse, predominantly proximal, muscle weakness.
Electromyography confirmed the presence of a chronic
denervation process and a muscle biopsy showed neurogenic
atrophy without ragged red fibers and normal COX activity. An
extensive diagnostic work-up for metabolic and lysosomal
storage diseases, MRI and CGH-array did not reveal
abnormalities. At age 7 years she developed sudden falls with
no identifiable trigger. An EEG showed frequent absences and
myoclonic jerks of the upper limbs associated with 3–4 Hz
generalized polyspike and wave discharges. When first seen at
our department at age 9 years, she presented daily, multiple and
brief absences associated with upper limb myoclonic jerks
and/or head nodding episodes. The EEG showed mild slowing
of background activity, frequent interictal bursts of posterior
delta activity and ictal generalized spike-wave and polyspike-
wave discharges. Photosensitivity was not present. On clinical
examination at the age of 9 years she presented diffuse,
predominantly proximal, moderate weakness, distal myoclonic
tremor, fasciculations in the tongue and dysarthria.

Since then her physical condition has progressively
worsened although there has been no history of cognitive
impairment or regression. Since the age of 10 years she is
wheelchair bound due to severe muscle weakness and
co-occurrence of tremor and frequent segmental action and rest
myoclonic jerks involving both upper and lower extremities.

Both absences and myoclonic seizures are highly refractory to
antiepileptic drugs although she has never experienced
generalized tonic–clonic seizures. Additionally, in the last 2
years she has suffered frequent episodes of aspiration
pneumonia as a consequence of progressive difficulties
swallowing.

3. Results

Sequencing of ASAH1 revealed a homozygous c.125C>T,
p.Thr42Met mutation. Her father harbors the same mutation in
heterozygosity but her mother does not have the mutation.
Uniparental disomy was confirmed by haplotype analysis with
microsatellites in chromosome 8 (Fig. 1).

4. Discussion

To date, only seven patients with SMAPME and mutations
in ASAH1 have been reported. Of those, six patients from three
multiplex, unrelated, families harbor the homozygous
c.125C>T mutation. Interestingly, all these six individuals share
an almost identical clinical picture with the patient here
presented: onset of motor deficits at around the age of 3–5 years
after achieving normal development milestones, progressive
muscle weakness due to low motor neuron involvement,
development of refractory myoclonic epilepsy in late childhood
or adolescence and progressive course with severe handicap or
death at a young age [6]. Actually, it was the clinical
resemblance to this clinical picture that prompted us to search
for mutations in ASAH1 in our patient.

Interestingly, the finding of a compound heterozygous
mutation in ASAH1 (c.850G>T and c.456A>C) by whole
exome sequencing in a patient with “atypical” clinical
presentation has recently broadened the clinical and genetic
spectrum of SMAPME [7]. This patient presented at 10 years of
age with refractory generalized epilepsy with absences, atonic
and myoclonic seizures. She also developed neurosensorial

Fig. 1. Haplotype analyses using polymorphic markers localized in the short arm of chromosome 8. The results show the homozygous mutation in the patient due
to paternal uniparental disomy.
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deafness. The molecular diagnosis directed the investigation to
the finding of evidence of motor neuron disease which had not
been clinically suspected [7].

Mutations in ASAH1 were initially recognized to cause
Farber disease (OMIM#228000; ORPHA333) a very rare and
fatal autosomal recessive condition due to ceramide
accumulation and characterized by onset in infancy with
subcutaneous lipogranulomata, joint pain, and hoarseness.
Usually, there is involvement of other organ systems and the
prognosis is severe leading to death, frequently in the first 2
years of life. At least 20 different mutations, which do not
include the c.125C>T mutation, have been described in the
approximately 100 reported patients with Farber disease [8].
Absent or severely reduced (less than 10%) lysosomal
ceramidase activity has been reported in patients with Farber
disease and in the patient with SMAPME harboring the
compound heterozygous mutation [7–9]. In contrast, the
c.125C>T mutation was shown to cause residual acid
ceramidase activity to be about one-third of that of normal cells
which was enough to normalize the lysosomal ceramide level in
functional studies [6].

Whether the phenotypic differences associated with the
c.125C>T mutation and all the other reported mutations in the
literature are related to the amount of residual enzyme activity
or to other genetic variants acting as modifiers remains
unknown.

Mutations in ASAH1 have been so far found to be a major
cause of SMAPME. Despite the few reported cases, clinical and
genetic heterogeneity associated with ASAH1 mutations has
already emerged. Further cases will contribute to define the
clinical and genetic spectra of ASAH1 mutations in SMAPME
and shed some light into phenotype–genotype correlations.
Here we describe the first patient with SMAPME and a
homozygous c.125C>T mutation in ASAH1 due to uniparental
disomy. The clinical picture regarding age at onset, presenting
symptoms and evolution fully overlaps with that of previously

reported patients harboring this mutation and supports our view
that the clinical phenotype associated with the homozygous
c.125C>T mutation constitutes a clinically homogenous and
easily recognizable disease.
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Dravet syndrome is a severe epilepsy syndrome characterized by infantile onset of therapy-resistant, fever-sensitive seizures followed by

cognitive decline. Mutations in SCN1A explain about 75% of cases with Dravet syndrome; 90% of these mutations arise de novo. We

studied a cohort of nine Dravet-syndrome-affected individuals without an SCN1A mutation (these included some atypical cases with

onset at up to 2 years of age) by using whole-exome sequencing in proband-parent trios. In two individuals, we identified a de novo

loss-of-function mutation in CHD2 (encoding chromodomain helicase DNA binding protein 2). A third CHD2 mutation was identified

in an epileptic proband of a second (stage 2) cohort. All three individuals with a CHD2 mutation had intellectual disability and fever-

sensitive generalized seizures, as well as prominent myoclonic seizures starting in the second year of life or later. To explore the

functional relevance of CHD2 haploinsufficiency in an in vivo model system, we knocked down chd2 in zebrafish by using targeted

morpholino antisense oligomers. chd2-knockdown larvae exhibited altered locomotor activity, and the epileptic nature of this

seizure-like behavior was confirmed by field-potential recordings that revealed epileptiform discharges similar to seizures in affected

persons. Both altered locomotor activity and epileptiform discharges were absent in appropriate control larvae. Our study provides

evidence that de novo loss-of-function mutations in CHD2 are a cause of epileptic encephalopathy with generalized seizures.
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En Red De Enfermedades Raras, 28040 Madrid, Spain; 15Division of Human Genetics, University Children’s Hospital Inselspital, 3010 Bern, Switzerland;
16Department of Medical Genetics, Institute of Mother and Child, 01211 Warsaw, Poland; 17Clinic of Neurology of Child and Adolescents, Institute of

Mother and Child, 01211 Warsaw, Poland; 18Department of Paediatrics, University of Zagreb School of Medicine, University Hospital Centre Zagreb,

10000 Zagreb, Croatia; 19Child Neurology Department, University Hospital Motol, 150 06 Praha, Czech Republic; 20Danish Epilepsy Centre, 4293 Diana-

lund, Denmark; 21Institute for Regional Health research, University of Southern Denmark, 5230 Odense, Denmark; 22Pediatric Neurology, Children’s Hos-

pital, University of Helsinki andHelsinki University Central Hospital, 00029 Helsinki, Finland; 23Clinic of Child Neurology, St. NaumUniversity Hospital of

Neurology and Psychiatry, 1113 Sofia, Bulgaria; 24Pediatric Neurology and Muscular Diseases Unit, Departments of Neurosciences, Rehabilitation, Ophtal-

mology, Genetics, and Maternal and Child Health, University of Genova and Gaslini Institute, 16147 Genova, Italy; 25Laboratory of Neurogenetics, Pedi-

atric Neurology and Muscular Diseases Unit, Department of Neurosciences, Gaslini Institute, 16147 Genova, Italy; 26Pediatric Neurology Unit and

Laboratories, Meyer Children’s Hospital, University of Florence, 50132 Florence, Italy; 27Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale U975,
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Epileptic encephalopathies (EEs) are severe, intractable

childhood epilepsies with concomitant cognitive impair-

ment and other associated comorbidities. Although a

broad range of exogenous factors can lead to EE, in a signif-

icant subset of affected individuals the etiology remains

unidentified and might be endogenous. Consequently, a

genetic cause is assumed.1 Among the various EEs of

genetic origin, Dravet syndrome (MIM 607208) has

emerged as one of the best-defined phenotypes and the

one with the highest mutation detection yield. Children

with Dravet syndrome are prone to repetitive and pro-

longed epileptic seizures in the setting of fever.2 Although

these fever-induced seizures start around the age of

6 months (range ¼ 3–16 months),3 other seizure types

occur during the course of the disease, and developmental

plateauing is typical in the second year of life.

Taking into account SCN1A abnormalities due to single

or multiple exons deletions, de novo mutations in

SCN1A (MIM 182389) are known to cause Dravet syn-

drome in ~75% of affected probands.4 Despite this high

probability of identifying a mutation in an individual

with a typical phenotype, up to 25% of affected persons

do not carry SCN1A mutations, suggesting the involve-

ment of other genes. Mutations in PCDH19 (MIM

300460) can result in a Dravet-syndrome-like phenotype

in females and explain some of the cases without an

SCN1A mutation.5 For a relevant subset of probands, how-

ever, a causative mutation cannot be identified in either

gene. We therefore explored the involvement of mutations

in additional genes in these probands by using whole-

exome sequencing in proband-parent trios. This approach

provides the possibility of querying the entire exome for

de novo mutations in simplex cases, which has been

proven to be successful for intellectual disability, schizo-

phrenia, autism, and some forms of epilepsy or epilepsy-

related disorders.6,7

We first studied nine Dravet-syndrome-affected individ-

uals in whom SCN1A sequence mutations or copy-number

variations had been excluded. These probands were

selected on the basis of broad inclusion criteria, extending

the onset age of seizures to an age between 3 months and

2 years of life. Further inclusion criteria consisted of (1)

the presence of both febrile and afebrile seizures; (2)

multiple seizure types including tonic-clonic, hemiclonic,

myoclonic, absence, and/or focal seizures; (3) pharmacore-

sistant epilepsy at least during childhood or frequent status

epilepticus; (4) normal development prior to epilepsy

onset, although some minor degree of developmental

delay could be present; and (5) slowing or stagnation of

development after onset of seizures and absence of epilep-

togenic lesions on brain MRI.

Signed informed consent was obtained from all study

participants or their legal representatives. The local ethical

committees of theUniversity of Antwerp andAntwerpUni-

versity Hospital, University of Kiel, and other collaborating

centers approved this study. Genomic DNA was extracted

from peripheral blood according to standard procedures.

We performed whole-exome sequencing on genomic

DNA of the nine selected individuals with Dravet syn-

drome and both unaffected parents at the Wellcome Trust

Sanger Institute (Hinxton, Cambridgeshire). In brief,

genomic DNA (~3 mg) was fragmented by sonication, and

fragments with a length of 150–200 bp were purified. After

a paired-end DNA library was prepared from the DNA frag-

ments (with the TruSeq DNA Sample Preparation Kit from

Illumina), targeted enrichment was performed with the

SureSelect Human All Exon 50Mb Kit (Agilent Technolo-

gies). Captured DNA was then sequenced on a HiSeq2000

(Illumina) as paired-end 75 bp reads according to the

manufacturer’s protocol. Sequencing reads passing quality

filtering were aligned to the human reference genome

(hg19, UCSC Genome Browser) with the Burrows-Wheeler

Aligner.8 The Genome Analysis Toolkit (GATK)9 was used

to recalibrate base quality scores, realign around indels,

and mark duplicate reads. Independent variant calling

was performed on the mapped reads with SAMtools10

mpileup, GATK UnifiedGenotyper, and Dindel.11 The

GenomeComb12 program was used for annotating, com-

paring, and filtering the data. For de novo variant calling,

the DeNovoGear13 program by Conrad and colleagues

was used and double-checked by GenomeComb analysis.

Our analysis revealed a heterozygous de novo mutation

in CHD2 (MIM 302119; RefSeq accession number

NM_001271.3), encoding chromodomain helicase DNA

binding protein 2 (CHD2; RefSeq NP_001262.3), in two

out of nine probands. One individual carried a nonsense

mutation, c.4971G>A (p.Trp1657*), in exon 38; the sec-

ond person carried a splice-site mutation, c.1810�2A>C,

affecting the splice acceptor site of exon 16. Presence or

absence of the mutations was confirmed on genomic

DNA of the probands or parents, respectively, by bidirec-

tional Sanger sequencing using the ABI BigDye Terminator

v.3.1 cycle sequencing kit on an ABI 3730xl automated

DNA Analyzer (Applied Biosystems).

To obtain further genetic evidence of pathogenicity, we

performed a mutation analysis of all 39 coding exons

and intron-exon boundaries of CHD2 by using bidirec-

tional sequencing (primer sequences are available upon

request) in a cohort of 150 EE probands similar to the

two individuals carrying a CHD2 mutation: all selected

probands had infantile- or childhood-onset epilepsy with

subsequent developmental delay. All individuals had

normal brain MRI and at least one of the following seizure

types: tonic-clonic seizures, myoclonic seizures, (atypical)

absence seizures, or atonic seizures. In this cohort, we iden-

tified a third person carrying a de novo mutation in CHD2

(c.1396C>T [p.Arg466*]) in exon 13.

The two identified premature stop codons are predicted

to result in degradation of the mutant transcript by means

of nonsense-mediated mRNA decay (NMD). The effect of

the splice-site mutation on transcript level is unclear, given

that both exon skipping and (partial) intron retention are

possible. Most likely, the splice acceptor mutation results

in skipping of exon 16 and a subsequent out-of-frame
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deletion of exon 16, leading to a premature stop codon in

exon 17 (p.Thr604Valfs2*). Therefore, NMD could also be

active in this case. To test the NMD hypothesis, we ex-

tracted RNA from fresh blood (QIAGEN RNeasy Micro

Kit) of the three probands and a parent as a control individ-

ual, removed contaminated DNA by Ambion DNA-free

DNase treatment (Life Technologies), and synthesized

cDNA by Superscript III reverse transcriptase (Life Technol-

ogies). For the two nonsense mutations, we performed

bidirectional sequencing on cDNA with primers flanking

the mutation. With these experiments, we were able to

detect the mutation with a 50/50 ratio, proving that the

aberrant allele was not degraded by NMD. These results

were confirmed by Sybr-Green-based quantitative PCR

(qPCR) experiments (Sigma-Aldrich) with six primer pairs

complementary to CHD2 cDNA (data not shown). For

the splice-site mutation, we performed qPCR and devel-

oped sequencing primers flanking exon 16 on cDNA.

Also here, qPCR showed the presence of both alleles.

Additionally, the sequencing experiment showed an

abundance of alternative splicing events in the probands

compared to the control individual, but the consequence

of the alternative splicing remained unknown. Although

skipping of exon 16 appeared to be a logical consequence,

additional investigations revealed more complex alterna-

tive splicing events. Whereas definite identification of all

alternatively spliced transcripts was not possible, we were

able to rule out NMD. We assumed that either the aberrant

proteins were degraded by the proteasome or the shorter

proteins were not fully functional; both of these cases

would result in loss of function. In support of the pathoge-

nicity of these mutations, none of the identifiedmutations

have been observed in the 1000 Genomes Project, Na-

tional Heart, Lung, and Blood Institute Exome Sequencing

Project Exome Variant Server (EVS), or dbSNP (build 137).

Furthermore, splice-site, frameshift, or nonsense variations

are absent in the EVS and 1000 Genomes Project cohorts.

Between the age of 14 months and 3.5 years, the three

persons carrying a de novo CHD2 mutation presented

with febrile seizures followed by therapy-resistant general-

ized seizures (Table 1). Frequent myoclonic seizures, gener-

alized tonic-clonic seizures (GTCSs), and absences were

seen in all three individuals. Proband 1 developed nor-

mally during the first year of life. The first febrile seizure

occurred when he was 14 months old and was soon fol-

lowed by afebrile head drops occurring several times a

day. When he was 2 years old, therapy-resistant myoclonic

seizures, atypical absences, and GTCSs rarely associated

with fever developed. On one occasion, he had a status

epilepticus. Electroencephalography (EEG) showed gener-

alized polyspike wave discharges and, later, focal epileptic

discharges. He has been treated with valproic acid, levetir-

acetam, phenytoin, topiramate, bromide, phenobarbital,

ethosuximide, topiramate, vitamine B6, and prednisolon.

He now has moderate intellectual disability (ID), dysar-

thria, and ataxia. Proband 2 had a normal early develop-

ment. At the age of 2 years, she had a cluster of febrile T
a
b
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1
.

C
li
n
ic
a
l
a
n
d
G
e
n
e
ti
c
C
h
a
ra

c
te

ri
st
ic
s
o
f
P
e
rs
o
n
s
w
it
h
a
C
H
D
2
M
u
ta

ti
o
n

P
ro

b
a
n
d

S
e
x

A
g
e
a
t

In
c
lu
si
o
n

M
u
ta

ti
o
n

D
e
v
e
lo
p
m
e
n
t

P
ri
o
r
to

E
p
il
e
p
sy

A
g
e
o
f

S
e
iz
u
re

O
n
se

t
F
ir
st

S
e
iz
u
re

T
y
p
e

F
u
rt
h
e
r
S
e
iz
u
re

T
y
p
e
s

F
e
v
e
r

S
e
n
si
ti
v
it
y

E
E
G

Im
a
g
in
g

C
li
n
ic
a
l
E
x
a
m

C
o
g
n
it
iv
e

O
u
tc
o
m
e

1
m
al
e

6
y
ea
rs

c.
1
8
1
0
�2

A
>
C

(p
.?
)

n
o
rm

al
1
4
m
o
n
th

s
si
m
p
le

F
Ss

h
ea
d
d
ro
p
s,
G
T
C
Ss
,

m
y
o
cl
o
n
ic

se
iz
u
re
s,

at
y
p
ic
al

ab
se
n
ce
s,
st
at
u
s

ep
il
ep

ti
cu

s

þ
fr
eq

u
en

t
g
en

er
al
iz
ed

(p
o
ly
)S
W

s
n
o
rm

al
at
ax

ia
,
d
y
sa
rt
h
ri
a

m
il
d
ID

2
fe
m
al
e

2
4
y
ea
rs

c.
4
9
7
1
G
>
A

(p
.T
rp
1
6
5
7
*)

n
o
rm

al
2
y
ea
rs

cl
u
st
er

o
f
F
Ss

m
y
o
cl
o
n
ic

ab
se
n
ce
s,

m
y
o
cl
o
n
ic

se
iz
u
re
s,

G
T
C
Ss

þ
fr
eq

u
en

t
g
en

er
al
iz
ed

SW
s
an

d
p
o
ly
sp

ik
es

n
o
rm

al
n
o
rm

al
m
il
d
ID

3
m
al
e

6
y
ea
rs

c.
1
3
9
6
C
>
T

(p
.A
rg
4
6
6
*)

su
b
tl
e
d
el
ay

in
m
o
to
r
an

d
sp

ee
ch

d
ev

el
o
p
m
en

t

3
y
ea
rs
,

6
m
o
n
th

s
tw

o
F
Ss

d
u
ri
n
g

si
n
g
le

fe
v
er

ep
is
o
d
e

G
T
C
Ss

an
d
h
em

ic
lo
n
ic
,

at
o
n
ic
,
m
y
o
cl
o
n
ic
,

at
y
p
ic
al

ab
se
n
ce
s

þ
g
en

er
al
iz
ed

(p
o
ly
)S
W

s
n
o
n
sp

ec
ifi
c

at
ro
p
h
y

m
il
d
at
ax

ia
m
il
d
ID

,
A
SD

,
A
D
H
D

A
b
b
re
vi
a
ti
o
n
s
a
re

a
s
fo
llo

w
s:
A
D
H
D
,
a
tt
e
n
ti
o
n
d
e
fi
ci
t
h
y
p
e
ra
ct
iv
it
y
d
is
o
rd
e
r;
A
S
D
,
a
u
ti
sm

sp
e
ct
ru
m

d
is
o
rd
e
r;
FS
,
fe
b
ri
le

se
iz
u
re
;
G
T
C
S
,
g
e
n
e
ra
liz
e
d
to
n
ic
-c
lo
n
ic
se
iz
u
re
;
ID
,
in
te
lle
ct
u
a
l
d
is
a
b
ili
ty
;
a
n
d
S
W
,
sp
ik
e
-w

a
ve

co
m
p
le
x
.

The American Journal of Human Genetics 93, 967–975, November 7, 2013 969



seizures. At the age of 2.5 years, she developed therapy-

resistant absence seizures accompanied by eyelid myoclo-

nias, myoclonic seizures, and febrile and afebrile GTCSs.

EEG showed frequent generalized spike-wave complexes

and polyspikes. She has been treated with vigabatrin, val-

proate, bromide, ethosuximide, lamotrigine, and levetira-

cetam and is currently taking a combination of topiramate

and valproic acid. She still has afebrile GTCSs and moder-

ate ID. Proband 3 had slightly delayed early motor and

speech development, given that he walked at the age of

1.5 years and produced his first words at the age of 2 years.

At the age of 3.5 years, he had two GTCSs during an

episode of high fever. During the following 2 years,

he had pharmacoresistant febrile and afebrile GTCSs,

hemiclonic, atonic, and myoclonic seizures, and atypical

absences. He was treated with valproic acid, topiramate,

and levetiracetam. After the start of clobazam at the age

of 5.5 years, he became seizure free. EEG showed general-

ized (poly)spike-wave complexes. After seizure onset, a

cognitive decline was seen but partially improved when

seizures were controlled. He now has mild ID, autism spec-

trum disorder (ASD), attention deficit hyperactivity disor-

der, and mild ataxia. Brain MRI was normal in probands

1 and 2 and showed atrophic changes in proband 3.

In addition to our three individuals with a CHD2 muta-

tion, one simplex case with ID and absence epilepsy and

one simplex ASD case both carrying a mutation in CHD2

have been reported in the literature.14,15 Recently, two

other research groups have also shown the involvement

of CHD2 mutations in EEs.16,17 Furthermore, several indi-

viduals affected by IDandgeneralized epilepsy and carrying

a multigenic chromosomal deletion of 15q26.2, including

CHD2, have been described (Table 2).18–22 The presumed

haploinsufficiency of CHD2 in these probands prompted

us to screen all individuals without a previous detected

mutation from both studied cohorts for copy-number vari-

ants in CHD2 with the multiplex amplicon quantification

(MAQ) technique, an in-house-developed technique based

on a semiquantified multiplex PCR. The multiplex PCR

reaction consisted of six target amplicons located in the

genomic region of CHD2 and four reference amplicons

randomly located on different chromosomes. The MAQ

analysis was performed as described previously.23 A partial

or full deletion or duplication of the genewas not identified

in any of the remaining studied persons (7 of the initial

cohort and 149 of the second-stage cohort).

To establish additional evidence of the implication of

CHD2 in the development of epilepsy, we examined the

functional consequence of CHD2 haploinsufficiency by

knocking down chd2 in zebrafish by using targeted mor-

pholino (MO) antisense oligomers.24 All zebrafish experi-

ments carried out were approved by the ethics committee

of the University of Leuven (Ethische Commissie van de

KU Leuven, approval number P05090) and by the Belgian

Federal Public Service of Health, Food Chain Safety, and

Environment (Federale Overheidsdienst Volksgezondheid,

Veiligheid van de Voedselketen en Leefmileu, approval

number LA1210199). In order to mimic loss-of-function

mutations, we designed a MO (E2I2 MO, 50-GATCAGA

CTGGCCTTTTTGTGTACC-30) to target the splice donor

site of exon 2 and interfere with normal pre-mRNA

splicing of zebrafish chd2 (ENSDART00000127730). Target-

ing of the exon 2-intron 2 boundary should result in

abnormal exon 2 splicing, leading to its complete or partial

deletion together with its flanking introns. This should

result in an mRNA shorter than the wild-type transcript

(Figure 1). A control MO (randomized 25 N oligomer)

was used as a negative control (ctrl MO). All MOs were de-

signed and synthesized by GeneTools. Gene knockdowns

were achieved through microinjection of MOs into 1- to

2-cell-stage embryos from the AB (wild-type) strain accord-

ing to the method previously described.25 In order to

mimic haploinsufficiency, we titrated the amount of E2I2

MO to 9 ng per injection so as to reduce correctly spliced

chd2 mRNA levels by approximately 50%. The same

amount of ctrl MO was injected into sibling control

embryos. To evaluate the level of knockdown in zebrafish

embryos and larvae, we performed qPCR on splice-blocked

pre-mRNA. Total mRNA was purified from each of 10 ctrl-

MO- and E2I2-MO-injected embryos and larvae between

1 and 5 days postfertilization (dpf) with TRIzol reagent

(Life Technologies) according to the recommended proto-

col. Reverse transcription of 2 mg total RNA to single-

stranded cDNA was performed with the High Capacity

cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems).

The PCR reaction was performed with Phusion Polymerase

(ThermoScientific) and chd2-specific primers (50-AAGAC

GAAGGCTCGACTCAA-30 and 50-TGCAGGCTCTTGTCTA

CTGC-30) for detecting the amplicon with or without the

partially deleted exon 2. PCR products were visualized

with standard agarose gel electrophoresis. As expected,

the ctrl MO did not have any effect on splicing and re-

sulted in the predicted wild-type mRNA corresponding to

a 384 bp PCR product (Figure 1). chd2 knockdown using

the E2I2 MO resulted in two products: (1) a 384 bp

band corresponding to the wild-type mRNA and (2) a

shorter product (~300 bp) probably corresponding to an

abnormally spliced mRNA, suggesting a partial knock-

down. The discrepancy between the length of predicted

(149 bp) versus observed (~300 bp) abnormally spliced

mRNAwas most likely a result of the activation of a cryptic

splice site in exon 2 instead of splicing to the 50 end of the

upstream splice site (this could cause a partial deletion of

exon 2). This abnormal product appeared after 1 dpf and

was sustained until 5 dpf. Adult zebrafish (Danio rerio) of

the AB strain (Zebrafish International Resource Center,

Eugene) were maintained at 28.5�C on a 14/10 hr light/

dark cycle under standard aquaculture conditions, and

fertilized eggs were collected via natural spawning.

Embryos were raised in embryo medium consisting of

1.5 mM HEPES, pH 7.6, 17.4 mM NaCl, 0.21 mM KCl,

0.12 mM MgSO4, and 0.18 mM Ca(NO3)2) in an incubator

on a 14/10 hr light/dark cycle at 28.5�C. For all experi-

ments described, larvae of 1–5 dpf were used.
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E2I2-MO-injected larvae exhibited prominent morpho-

logical and behavioral alterations. The E2I2-MO-injected

larvae showed from 2 dpf onward multiple developmental

abnormalities: pericardial edema, microcephaly, body

curvature, absent swim bladder, and stunted growth (Fig-

ure 2). The ctrl-MO-injected larvae were morphologically

indistinguishable from the uninjected ones. Visual obser-

vation of chd2 knockdown larvae by means of high-magni-

fication stereomicroscopy revealed that all 4 dpf larvae

displayed abnormal movement patterns with frequent

Figure 1. chd2 Knockdown: E2I2 MO Causes Missplicing of Zebrafish chd2
(A) Schematic cartoon showing predicted splicing events in the pre-mRNA of chd2 E2I2-MO- and ctrl-MO-injected fish. The exons are
represented by colored boxes (E1, E2, and E3), and the introns are represented by solid black lines (I1 and I2). The splice MO binding site
(E2I2 MO) and the primer binding sites (P1 and P2) used for qPCR are indicated. According to the predictions, PCR products of 384 and
149 bp were expected for ctrl-MO- and E2I2-MO-injected larvae, respectively. In the case of a partial knockdown, both products should
be present.
(B) qPCR analysis of MO-knockdown larvae. Normal splicing in ctrl-MO-injected larvae resulted in the predicted 384 bp product, indi-
cating the presence of wild-type mRNA. Abnormal splicing in E2I2-MO-injected larvae resulted in two products: 384 bp (corresponding
to the wild-type mRNA) and ~300 bp (an abnormal mRNA), indicating partial knockdown. The larger-than-expected size of the PCR
product could have been a result of the activation of a cryptic splice site. The aberrant mRNA was present from 1–5 dpf and was accom-
panied by the wild-type 384 bp fragment.

Figure 2. Representative Pictures of
4-Day-Old chd2 Knockdown and Control
Larvae
chd2 E2I2-MO-injected larvae displayed
pericardial edema, microcephaly, body
curvature, absent swim bladder, and
stunted growth (A). Ctrl-MO-injected (B)
and uninjected (C) larvae developed
normally. The experiment was performed
at least three times with 100 embryos
injected per condition.
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whirlpool-like events. Occasionally, we also noticed pecto-

ral-fin and jaw twitching and whole-body trembling. To

confirm whether this behavior could have been a result

of seizure activity, we performed field-potential recordings

on larval tecta as described previously.26 Already from

4 dpf, E2I2-MO-injected larvae displayed epileptiform dis-

charges (Figure 3). Discharges consisted of multiple up-

ward spikes of amplitudes several times larger than those

of ctrl-MO-injected or uninjected larvae and with occa-

sional ictal-like patterns. This spiking pattern resembled

preictal discharges observed in immature hippocampi of

a mouse model of temporal lobe epilepsy.27 These experi-

mental findings suggest that loss of CHD2 results in an

epilepsy phenotype.

CHD2 encodes CHD2, a protein that does not have an

established link to neuronal function or hyperexcitability.

CHD proteins are assumed to modify gene transcription

by affecting chromatin structure through helicase func-

tion. A Chd2-deficient mouse model has been reported to

show spinal abnormalities, renal dysfunction, growth

retardation, and susceptibility to tumors, but not epileptic

seizures.28,29 None of the features described in the mouse

model were seen in the probands with de novo CHD2

mutations, suggesting that in contrast to the zebrafish

model presented here, the existing mouse model insuffi-

ciently replicates the human phenotype. On the other

hand, in addition to showing electrographic seizures

observed in zebrafish chd2 knockdowns, these larvae dis-

played edemas, body curvature, and stunted growth that

could be considered equivalent to the cardiovascular and

renal defects, lord kyphosis, and postnatal stunted-growth

phenotypes described in Chd2 mouse mutants.28,30,31

Thus, the zebrafish phenocopies aspects of both the

human and the mouse spectra. Why no seizure phenotype

has been reported for Chd2 mutant mice remains to be

determined. Perhaps these mice have to be monitored

with EEG for seizure detection and/or challenged before

(presumably) spontaneous seizure behavior can be de-

tected. Additionally, mutations in other genes encoding

members of the CHD family have been identified, such

as CHD7 mutations in persons with CHARGE syn-

drome32 and de novo mutations in CHD3, CHD7, and

CHD8 in individuals with ASD.33,34 Although the exact

role of CHD2 in neuronal hyperexcitability remains to be

determined, our findings suggest that helicase dysfunction

might be a mechanism involved in epileptogenesis and

neurodevelopment.

In summary, we identified CHD2 nonsense mutations

as the underlying genetic defect for a fever-sensitive

myoclonic EE. In our study, individuals carrying a CHD2

mutation displayed a spectrum of fever-sensitive general-

ized seizures similar to those in Dravet syndrome, but

seizure onset was clearly later, and unlike in Dravet syn-

drome, developmental delay could be seen prior to epilepsy

onset. Future studies will reveal whether CHD2 mutations

also account for a subset of individuals with more typical

Dravet syndrome.We showed that aMO-based knockdown

of chd2 in zebrafish resulted in clinical and electrographic

seizures paralleling the human phenotype. Our study

further suggests that helicase dysfunction inhumansmight

specifically result in neuronal hyperexcitability in the

absence of syndromic or dysmorphic features.

Consortia

Additional members of the EuroEPINOMICS RES Consortium are

Rik Hendrickx, Philip Holmgren, Ulrich Stephani, Hiltrud Muhle,

Manuela Pendiziwiat, Silke Appenzeller, Kaja Selmer, Eva Brilstra,

Bobby Koeleman, Felix Rosenow, Eric Leguern, Katalin Sterbova,

Figure 3. Electrographic Activity of 4-Day-Old chd2 Knockdown
and Control Larvae
(A) Uninjected larva.
(B) chd2 E2I2-MO-injected larva displaying ictal-like discharges.
(C) Ctrl-MO-injected larva.
One-minute fragments are shown. The y axis shows a 4 mV
span. Ictal-like events shown in (B) (more than 3 s in duration)
were observed in five out of seven fish larvae in the chd2
E2I2-MO-injected group.26 Seven, six, and five fish were ana-
lyzed for the chd2 E2I2 MO, ctrl MO, and uninjected larvae,
respectively.
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