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1. Литературен обзор 

 

Епилепсията е най-честото неврологично заболяване, засягащо приблизително 3% 

от популацията в световен мащаб. Характеризира се с наличие на рекурентни 

непровокирани пристъпи, които са резултат от хипервъзбудимост на невроните и 

нарушена синхронизация на предаването на нервния импулс. При епилепсията е нарушен 

баланса между възбудните и подтискащи процеси в невронни популации в различни 

мозъчни райони. Епилептичните пристъпи настъпват поради свръхмерна и асинхронна 

невронна активност, която се разпространява в невронни мрежи, обхваща различни 

участъци от мозъчната кора и/или подлежащите структури и определя характеристиката на 

пристъпите.  

Заболяването представлява изключително значим здравен и социален проблем в 

световен мащаб, тъй като повлиява както здравето, така и качеството на живот в 

засегнатите индивиди и техните семейства. Епилепсията е най - честа сред децата със 

заболеваемост в световната популация около 70/100 000 деца на възраст под 2 години (1,2). 

Средната заболеваемост е 45 на 100 000 население за високодоходните държави и 

81,7/100 000 в останалите държави. У нас болните с епилепсия са около 50 000 (3). Общата 

смъртност от епилепсия при хората в развитите страни е от два до пет пъти по – висока, 

отколкото в общата популация (4), но в нискодоходните страни може да бъде с до 37 пъти 

по - висока, особено при децата (5). 

Честотата на детската епилепсия е най - висока през първата година от живота, като 

най - често е резултат от метаболитни или структурни дефекти в мозъка. Част от 

новородените обаче имат ясно очертани епилептични синдроми, за които няма друга 

причина освен възможно генетично предразположение. При 50-60% от болните 

епилепсията започва преди 16-годишна възраст. Фебрилни гърчове получават 2 - 5% от 

децата до 5-годишна възраст (3). Епилепсията и свързаните с нея електрофизиологични 

синдроми в детската възраст налагат ранна и своевременна диагностика и правилно 

лечение, тъй като това до голяма степен определя прогнозата за невропсихическотото 

развитие и социалната адаптация на болните деца. 

Епилепсията е заболяване на мозъка, обуславящо се от следните необходими 

условия (6):  

 Поне два последователни непровокирани (или рефлексни) пристъпа в 

период, по-голям от 24 часа; 

 Един непровокиран (или рефлексен) епилептичен пристъп и 

повишена вероятност за поява на последващи пристъпи, сходна с общия рекурентен 

риск (поне 60%) след наличие на два непровокирани пристъпи през следващите 10 

години; 

 Поставена диагноза епилептичен синдром. 
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1.1. Класификация на епилепсиите според етиологията им 

През 2010 г. Международната лига за борба с епилепсията (International League 

Against Epilepsy- ILAE) предложи нова терминология за класификация на епилепсията в 

зависимост от етиологията й (7):  

1.1.1. Генетична епилепсия (старо название: идиопатична) – резултат е от известен 

или предполагаем молекулен дефект, като основните клинични симптоми са 

епилептичните пристъпи. Външни фактори на средата играят отключваща роля, например 

висока температура, стрес и други. Най – съществен пример са електро-клиничните 

синдроми, наречени каналопатии, където молекулния дефект засяга един или няколко 

гена, кодиращи белтъци - канали в мозъка, които имат отношение към нормалното 

генериране и провеждане на нервния импулс. Генетични са повечето генерализирани 

епилепсии (синдром на генерализирана епилепсия с фебрилни гърчове плюс- GEFS+ 

синдром, миоклонично – астатична епилепсия – MAE, бенигнени фамилни неонатални 

конвулсии - BFNC и други), както и някои фокални епилепсии (автозомно-доминантна 

нощна фронтално-дялова епилепсия - ADNFLE). По–голямата част от генетичните 

епилепсии са фамилно – унаследяеми, но съществуват и спорадични случаи. За генетична 

епилепсия може да се говори, когато се наблюдава сигурна сегрегация в рамките на 

фамилни проучвания и конкордантност в резултат от изследвания при моно- и дизиготни 

близнаци (8). Генетичните генерализирани епилепсии (ГГЕ) се характеризират с така 

наречената непълна пенетрантност, където в рамките на едно семейство риска от развитие 

на епилепсията при сиблингите е 8%, значително по – малък, отколкото е при Менделово 

рецесивно (25%) или доминантно (50%) заболяване (9). Този факт определя ГГЕ като 

генетични, но не задължително унаследяеми заболявания. До момента все още няма ясно 

обусловени модели на полигенно унаследяване, касаещо ГГЕ. Затова терминът 

идиопатични генерализирани епилепсии в известен смисъл се използва и до днес. 

1.1.2. Структурно–метаболитна епилепсия (старо название: симтоматична) – 

епилептичните пристъпи се явяват резултат от мозъчен структурен дефект или 

метаболитно заболяване. Структурно–метаболитни епилепсии са например туберозна 

склероза, малформации в коровото развитие (шизенцефалия, лизенцефалия, 

холопрозенцефалия), мозъчни тумори (глиоми, олигодендроглиоми), синдром на дефицит 

на глюкозния транспортер (GLUT1 дефицит), креатинов дефицит, синдроми с вродени 

грешки в метаболизма и други. 

1.1.3. Епилепсия с неизяснена причина (старо название: криптогенна) – при нея 

причината за възникване на епилептични пристъпи е неизяснена. Възможно е да бъде и 

генетичен дефект, но той не е установен. Около 40% от случаите на епилепсия са с 

неизяснена етиология. 
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Важно е да се отбележи, че някои структурни мозъчни лезии, например 

малформациите в коровото развитие на мозъка, както и някои метаболитни заболявания са 

резултат от генетичен дефект (10). Същото важи и за епилепсиите с неизяснена етиология, 

при които се допуска влиянието на генетични фактори. Всичко това затруднява ясното 

разграничаване на епилепсиите като цяло. 

1.2. Класификация на епилептичните пристъпи  

През 2017 година ILAE усъвършенства класификацията на епилептичните 

пристъпи, базирайки се на старата класификация, предложена през 1981 година (11). 

Основната цел на тези промени е да се даде по–ясна терминология и по–големи 

възможности за дефиниране на разнообразни епилептични състояния, тъй като е известно, 

че много от тях се проявят едновременно в разнообразни комбинации. Съгласно 

международната класификация епилептичните пристъпи се делят на:  

1.2.1. Фокални пристъпи (старо название - парциални) – по дефиниция те засягат 

невронни мрежи в кората и субкоровите пространства, разположени само в едната мозъчна 

хемисфера. След старта на пристъпите биха могли да се разпространят в двете хемисфери 

– билатерално генерализирани пристъпи (старо название: вторична генерализация). 

Фокалните пристъпи са най-разпространените пристъпи в пациенти с епилепсия. Те биха 

могли да са придружени от загуба на съзнание, но съществуват много случаи на фокални 

пристъпи, при които не се наблюдава такава. Като част от фокалния пристъп биха могли 

да се проявят и някои двигателни симптоми:  

 автоматизми (примляскване),  

 хипермоторни пристъпи 

 атонични пристъпи (внезапно прекратяване на мускулния тонус в 

засегнатата част)  

 клонични (фокално ритмично съкращаване на засегнатия мускул) 

 тонични (продължително стягане на засегнатата част от мускула) 

 епилептични спазми (ритмично свиване и отпускане на ръцете и 

туловището).  

Фокалният пристъп може да се прояви без засягане на моториката, а чрез сетивни и 

когнитивно–поведенчески симптоми, някои от които са субективни и следва да се 

потвърдят като патологична промяна от самия пациент и неговия болногледач:  

 фокални сомато–сензорни пристъпи (зрителни, слухови, вкусови, звукови и 

равновесни възприятия) 

 фокални когнитивни пристъпи (иктален дефицит на речта и абстрактното 

мислене, както и всички когнитивни функции, характерни за висшата нервна дейност) 

 емоционални пристъпи (агресия, страх, безпокойство, параноя, смях и други)  
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 поведенчески арест (внезапно преустановяване на движенията и 

невъзприемчивост) 

1.2.2. Генерализирани пристъпи – проявяват се билатерално, като засягат 

невронни мрежи, разположени в двете хемисфери. Почти всички се съпътстват със загуба 

на съзнание, въпреки че рядко се срещат генерализирани пристъпи, при които съзнанието 

се запазва. Повечето генетични епилепсии са генерализирани, но съществуват и някои 

фокални (ADNFLE, BFNC). Подразделят се на генерализирани пристъпи с моторно и 

такива без моторно начало.  

1.2.2.1. Генерализирани пристъпи с моторно начало:  

 тонично–клонични – най-често срещаните пристъпи. Характеризират се със 

стягане на крайниците и туловището (тонична фаза) с последващо неконтролируемо 

съкращение на мускулите на крайниците от двете страни на тялото (клонична фаза) с често 

засягане на лице, шия и туловище. Двата вида пристъпи, освен в комбинация, могат да се 

срещат и изолирано. Често са придружени от инкотиненция и цианоза на устните и лицето. 

В постикталният период се наблюдава замъглено съзнание, сънливост и летаргия, които 

преминават постепенно. 

 миоклонични пристъпи – могат да се появят изолирано или в комбинация с 

атонична и тонична активност. Представляват бързи, кратки и единични съкращения на 

мускулатурата на крайниците, които не се повтарят регулярно, както клоничните 

пристъпи.  

 миоклонично-тонично-клонични пристъпи – започват с единични 

миоклонии, следвани от тонично-клонична активност. Такъв тип пристъпи са характерни 

за ювенилната миоклонична епилепсия (Juvenile Myoclonic Epilepsy- JME) (12).  

 миоклонично-атонични пристъпи (предишно наименование: миоклонично-

астатични) - старт от миоклоничен припадък, последван от преустановяване на 

движението. Такъв тип пристъпи са характерни за миоклонично–астатичната епилепсия 

(синдром на Doose) и за електро-клиничния синдром на Lennox – Gastaut (13). 

 епилептични спазми – съкращения под формата на клъстери, засягащи 

проксималните и трункални мускули. Старото им название е инфантилни спазми, тъй като 

се появяват в детска възраст. Епилептични спазми се срещат и при фокалните видове 

епилепсия. 

 

1.2.2.2. Генерализирани пристъпи без моторно начало: в тази група са основно 

абсансните пристъпи. Характеризират се със загуба на съзнание, втренчване, примигване и 

автоматизми. Според специфичните електроенцефалографски находки (ЕЕГ) се 

разграничават типични и атипични абсанси (11). Други пристъпи, включващи се в тази 

група са:  



5 
 

 миоклонични абсанси - абсансен припадък с ритмични тройни миоклонични 

движения на всяка секунда. 

 миоклонии на клепачите – конвулсии на клепачите в комбинация с въртене 

на очните ябълки. 

Предимно генерализирани абсанси се срещат при детската абсансна епилепсия 

(Childhood Absence Epilepsy - CAE), ювенилната абсансна епилепсия (Juvenile Absence 

Epilepsy - JAE), синдрома на GLUT1 дефицит и други. 

 

1.2.3. Епилептичен статус (Status epilepticus, SE) – представлява живото-

застрашаващо състояние, при което мозъкът се намира в постоянен единичен пристъп, или 

се наблюдават поредица от пристъпи, появяващи се един след друг без да се възстановява 

съзнанието между тях за период повече от 5 минути.  

 

1.2. Генетична (идиопатична) генерализирана и фокална епилепсия 

 

Генетичните генерализирани и фокални епилепсии (ГГЕ/ГФЕ) съставляват между 

20 и 30% от всички епилепсии, известни до момента (14). Те формират една добре 

дефинирана група от електро-клинични синдроми, при които епилептичните пристъпи са 

основния симптом на заболяването. Подтиповете ГГЕ по дефиниция се разделят в 

зависимост от комбинацията от различни типове епилептични пристъпи и възрастта на 

началото им. Към ГГЕ/ГФЕ спадат добре охарактеризираните с ясна генетична етиология 

синдроми: детска абсансна епилепсия (CAE), ювенилна миоклонична епилепсия (MAE), 

генерализирана епилепсия с тонично-клонични пристъпи + (GEFS+ синдром), бенигнени 

фамилни неонатални конвулсии (BFNC), миоклонично–астатична епилепсия (MAE) и 

други. Основна характерна черта е, че пристъпите започват в ранна детска възраст, 

провокирани от висока температура (FS) или непровокирани от странични фактори, което 

предполага участието на генетичен дефект в етиологията им. Пристъпите в повечето 

случаи са генерализирани и със загуба на съзнание, но съществуват и някои фокални 

генетични епилепсии (BFNC, ADNFLE). Най–характерните видове пристъпи са ГТКП, 

следвани от абсансите и миоклоничните пристъпи.  

Изследвания при еднояйчни близнаци показват 70-80% конкордантност, по- висока 

от тази при двуяйчни близнаци и общата популация, което предполага недвусмислено 

влиянието на генетични фактори в етиологията на ГГЕ (15). В по–голямата си част ГГЕ са 

фамилни, но съществуват и спорадични, изолирани случаи. Унаследяването би могло да е 

на Менделов принцип, резултат от моногенен дефект, но в повечето случаи ГГЕ следват 

един по–сложен модел на унаследяване, резултат от комбинираното действие на няколко 

генетични фактора с директен и модифициращ ефект, в съвкупност с действието на 

фактори на средата.  

Болшинството от моногенните ГГЕ се дължат на мутации в гени, кодиращи 

потенциал-зависими (К+, Na+, Ca+, Cl-) йонни канали, както лиганд-зависими йонни 
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канали (различни субединици на рецептора за гама аминомаслената киселина - GABA, 

ацетил холиновия Ach рецептор и други), отговорни за генерирането и предаването на 

нервния импулс. Мутациите причиняват загуба или придобиване на функция на 

съответния канал, при което се нарушава правилното медииране на акционния потенциал в 

неврона (16). Тези епилептични състояния, наречени каналопатии, са основно с 

доминантно унаследяване и се характеризират с генетична и фенотипна хетерогенност. 

Един и същи епилептичен синдром би могъл да се причинява от мутации в различни гени 

(например GEFS+ е резултат от мутации в SCN1A, SCN1B, както и в GABRG2 гена; BFNC - 

резултат от мутации в KCNQ2 или KCNQ3; CHRNA2, CHRNA4 и CHRNB2 гените като 

причина за ADNFLE и други). Обратно, една и съща мутация в даден ген би могъл да 

доведе до различен клиничен фенотип. Например, мутация в SCN1A гена би да е причина 

за изява на фебрилни гърчове + (FS+) или тежка епилептична енцефалопатия като синдром 

на Драве (Dravet syndrome - DS). Редица фактори биха могли да допринесат за 

фенотипната хетерогенност (фенотипна плейотрофия), например типа мутация, възрастта 

на индивида, свързана с повишената или понижена експресия на определен ген през 

конкретен период от развитието му, влияние на множество епигенетични фактори, както и 

влиянието на гени - модификатори.  

С развитието на широкообхватните геномни технологии за паралелно изследване на 

множество гени, каквото е новогенерационното секвениране (Whole Genome Sequencing - 

WGS, Whole Exome Sequencing - WES) се идентифицираха допълнително гени, кодиращи 

не само йонни канали в мозъка, но и такива, участващи в синаптичната трансмисия, 

транспорта на метаболити през кръвно – мозъчната бариера, регулация на транскрипцията, 

гени, участващи в ДНК поправката и хроматиновото ремоделиране. Такива са например 

SLC2A1 гена, кодиращ главния глюкозен транспортер през кръвно – мозъчната бариера, 

разнообразни мутации в който причиняват метаболитния синдром на GLUT1 дефицит (17); 

LGI1 гена (leucine-rich glioma-inactivated 1), екпресиращ се предимно в мозъка и участващ 

в редица процеси като клетъчен растеж, адхезия и миграция, както и като регулатор на K
+
 -

канали в синапсните участъци на глутаматните AMPA рецептори, мутации в който са 

причина за изява на автозомно доминантната (АД) фамилна епилепсия на темпоралния лоб 

(18); GRIN2B, чийто продукт участва в синаптичното предаване на нервния импулс и 

мутации в него са установени при пациенти с фокална епилепсия с ранно начало и 

интелектуален дефицит (19). 

 

В настоящият литературен обзор ще бъдат описани само тези ГГЕ, ГФЕ и 

епилептични енцефалопатии, които са предмет на проучването с оглед на събраната 

извадка от пациенти в рамките на научно–изследователски проект.  
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1.3. Фебрилно – провокирани пристъпи и епилептични синдроми 

   1.3.1. Фебрилни гърчове и фебрилни гърчове плюс (FS/FS+) 

Фебрилните гърчове не покриват дефиницията за епилепсия, тъй като понякога са 

единични пристъпи и не се повтарят отново. Провокират се от висока температура (по-

висока от 38
o
C), най-често по време на вирусна инфекция, като по характеристика са най– 

често ГТКП. Понякога се изявяват в комбинация с други типове пристъпи (абсанси, 

миоклонични, фокални), формирайки различни електро-клинични синдроми. Типичните 

FS се появяват между 3- и 6- месечна възраст на фона на висока температура, провокирана 

най-често от инфекциозни заболявания. Фебрилни пристъпи се срещат при около 2-5% от 

населението в Европа и Северна Америка, като честотата на заболеваемост е най-висока в 

Япония – 6-9% (20). Характерно за тях е, че отшумяват с израстването на детето, като при 

фебрилните гърчове плюс (FS+) се наблюдава персистиране на пристъпите до по–късна 

възраст (6 години). FS и FS+ представляват най–леката форма на епилепсия от спектъра на 

GEFS+ синдрома. Описани са няколко начина на унаследяване – АД с непълна 

пенетрантност, полигенно със сложен и недобре дефиниран генетичен фон. Последният 

случай се допуска при семейства, при които се среща повече от една форма на епилепсия в 

комбинация с FS/FS+ (21, 22). 

   1.3.2. Синдром на генерализирана епилепсия с фебрилни гърчове плюс (Generalized 

Epilepsy with Febrile Seizures + , GEFS+) 

Когато фебрилните ГТКП персистират след 6-годишна възраст и се явят в 

комбинация с други видове афебрилни генерализирани пристъпи (миоклонични, атонични, 

абсанси) се говори за синдром на генерализирана епилепсия с фебрилни гърчове плюс 

(GEFS+ синдром) (23). В някои GEFS+ семейства се срещат FS в комбинация с фокални 

пристъпи, най–често на темпоралния лоб (21, 24). Спектърът на GEFS+ синдрома включва 

както изява на доброкачествени FS или FS+, така и тежка епилептична енцефалопатия със 

допълнителна невропсихологична симптоматика. По-леката форма на синдрома се 

характеризира със спонтанно изчезване на пристъпите в по-късните етапи от живота на 

пациента и запазено психомоторно развитие (21). По-тежките форми, при които се 

наблюдава постепен спад в невропсихологическото развитие (НПР) след старта на 

пристъпите са синдромa на Драве и някои случаи на миоклонично–астатична епилепсия 

(МАЕ) (21). Унаследяването на GEFS+ синдрома е типично АД с непълна пенетрантност - 

около 60% (25). В една и съща фамилия биха могли да се наблюдават както прости FS, 

така и тежък Драве - фенотип (26). Това би могло да се дължи на действието на гени - 

модификатори на фенотипа в рамките на съответния индивид (27). Клиничната 

хетерогенност на GEFS+ усложнява поставянето на диагнозата при изолирани случаи, тъй 

като FS могат понякога да са единствения симптом на болестта (21).  
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   1.3.3. Тежка миоклонична епилепсия в детството (Dravet syndrome, DS) 

Тежката миоклонична епилепсия в детството (Severe Myoclonic Epilepsy of Infancy - 

SMEI) е най-тежката форма на епилепсия от спектъра на GEFS+. Нарича се още синдром 

на на Драве (Dravet syndrome - DS) по името на откривателя си (28).  DS е генетично най– 

добре охарактеризираната епилептична енцефалопатия (EE) до момента, с ясна генетична 

етиология при около 85% от случаите в световен мащаб (29). Въпреки това, честотата му 

на разпространение е сравнително ниска - 1 на 22000 живо-родени деца (30). Засяга повече 

момчета, отколкото момичета в съотношение 2:1 (31). При DS пристъпите започват към 6-

месечна възраст, най-често провокирани от висока температура заедно с рекурентен 

фебрилен SE. Заболяването еволюира с поява на допълнителни нефебрилни пристъпи като 

ГТКП, миоклонични, атипични абсанси, атонични между първата и четвъртата година 

(31). Към втората година от живота започва да се наблюдава постепен спад в 

невропсихологическото развитие (НПР) в резултат от абнормалната епилептоформена 

активност. Пристъпите са основно рефрактерни, неповлияващи се от антиепилептични 

медикаменти (АЕМ). Наред с интелектуалния дефицит (ИД) се наблюдават поведенчески и 

моторни проблеми (аутистични стигми, атаксия) (32), както и задръжка в развитието на 

речта (33). Всички тези когнитивни нарушения предполагат, че EE, в частност DS, се 

дължат на аберантни механизми, различни от епилептогенния - такива, свързани с 

миграцията на невроните по време на ембрионалното развитие, както и нарушени 

невронални мрежи за комуникация между тях (34). Следователно, невъзможно е 

когнитивно-поведенческите проблеми да бъдат повлияни от конвенционалните 

антиконвулсанти и ако те биха могли да имат ефект върху изявата на епилептичните 

пристъпи, не се наблюдава обратимост при наличие на ИД в никой случай (35). Затова при 

DS, както и при повечето ЕЕ, прогнозата е неблагоприятна (31, 36). Болшинствтото от DS 

пациентите са изолирани случаи (95%), в останалата част се наблюдава фамилна история 

за епилепсия от спектъра на GEFS+ (37; 38, 39). Описани са и гранични клинични 

състояния на DS (borderline DS или SMEB), поради факта, че липсват основни характерни 

симптоми на DS синдрома, като миоклонични пристъпи и генерализирана острие - вълнова 

активност (40, 41). 

   1.3.4. Миоклонично–астатична епилепсия (Myoclonic Astatic Epilepsy, MAE; 

синдром на Doose) 

Рядък епилептичен синдром, включващ множество различни типове пристъпи, като 

доминиращи са миоклонични и атонични/астатични пристъпи. В някои случаи, но не във 

всички, се наблюдават когнитивни нарушения. МАЕ е сравнително често срещано 

заболяване (1 на 10000 деца), съставлявайки между 1 и 2% от епилепсиите в детска възраст 

(42). Както при DS, тук се засягат повече момчета, отколкото момичета ако заболяването 

стартира в по-късните етапи от живота. Ако началото на пристъпите е през първата година 

от постнаталното развитие се наблюдава еднакво засягане и на двата пола. Начало през 

този период се наблюдава при 24% от случаите на МАЕ. При болшинството от МАЕ 



9 
 

пациентите (94%) началото на пристъпите е между 3- и 4-годишна възраст (43). С течение 

на времето, пристъпите зачестяват и трудно се повлияват от конвенционалните АЕД, като 

всички типове пристъпи могат да завършат в конвулсивен или не SE. В случаите, при 

които пристъпите персистират в по-късна възраст, прогнозата е неблагоприятна, като се 

наблюдават допълнително и ИД, поведенчески проблеми и хиперактивност (44). 

Хиперактивност и поведенчески проблеми се съобщават при 10 от 22 МАЕ пациента (45), 

въпреки че специфично установен когнитивен дефицит, характерен за МАЕ досега няма. 

Около две трети от случаите на МАЕ са с добра прогноза и нормални стойности  на IQ, 

при които се наблюдава ремисия на пристъпите в по-късна възраст (44, 46). 

   1.3.5. Молекулни дефекти в ген SCN1A  

Потенциал-зависимите Na
+
 канали в мозъка представляват комплекси с големина от 

260 kDa, съставени от голяма порообразуваща α-субединица, асоциирана с ауксиларна β- 

субединица (β1- β4) (33-36 kDa) (Фигура 1). В геномът на бозайниците се съдържат гени, 

кодиращи девет функционално-активни α субединици за потенциал-зависими Na
+
 канали, 

различаващи се една от друга по биофизичните си свойства и тъканта, в която се 

експресират. Протеините NaV1.1, NaV1.2, NaV1.3 и NaV1.6, кодирани съответно от гените 

SCN1A, SCN2A, SCN3A и SCN8A, са основните Na
+ 

канали в централната нервна система 

(ЦНС). Те участват основно в генерирането и разпространението на соматодендритни и 

аксонални акционни потенциали в мозъка (47).  

Такъв е генът SCN1A, разположен в хромозомен район 2q24.3 и заедно с гените 

SCN2A, SCN3A, SCN7A и SCN9A формира специфичен генен клъстер в дългото рамо на 

хромозома 2 (Фигура 1). SCN1A кодира α субединицата на натриев канал, разположен в 

мембраната на клетъчното тяло и дендритите на GABA-ергичните инхибиторни 

интерневрони в мозъка (48). Алфа субединицата притежава волтажен сензор на йон-

провеждащата пора, изградена от четири хомоложни домена (DI-DIV; Фигури 1,2), като 

всеки един от тях се състои от шест α-спирални трансмембранни сегмента (S1-S6) (47). 

Сегменти S1-S3 от всеки домен имат структурно значение за канала, S4 представлява 

волтажния сензор, а сегменти S5 и S6 изграждат пората, през която се осъществява йонния 

транспорт (Фигура 2). Ауксиларната β-субединица, кодирана от ген SCN1B има 

модифициращ ефект върху кинетиката и пропускливостта на канала и служи като 

адхезионна молекула, взаимодействаща си с екстрацелуларния матрикс и цитоскелета (47) 

(Фигура 1). По време на деполяризация на мембраната положително заредения сегмент S4 

търпи конформационна промяна и се премества към екстрацелуларното пространство, 

което предизвиква отваряне на пората на канала и поток на Na
+ 

йони. Следва бърза 

инактивация чрез затваряне на пората посредством инактивационната бримка, 

разположена между сегменти S6 (от домен DIII) и S1 (от домен DIV). Това спира потока на 

Na
+ 

йони и позволява на мембраната да възстанови потенциалa си на покой.  По време на 

фаза на реполяризация S4 сегмента се връща в първоначалното си състояние и Na
+
 канал 

се възстановява, готов за нова фаза на деполяризация (49).  
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Фигура 1. Схематично изображение на геномната позиция на SCN- генния клъстер, заемащ 

приблизително 1,4 Mbp от район 2q24.3. На схемата са представени разгънатата доменна структура на 

Nav1.1 протеина и неговата ауксиларна субединица, продукта на SCN1B гена (адаптирана от William and 

Battaglia, 2013 (50)). 

 

При около 10% от пациентите с GEFS+ синдром се откриват точкови мутации в 

SCN1A гена, докато делът на мутации в SCN1A при DS пациенти е около 70-80% (51,52). 

Интрагенни делеции или цялостно-генни делеции се откриват при 2-27% от DS случаите, 

негативни за точкови мутации в SCN1A гена (51-54). Не е ясно колко е процента на 

копийни варианти (Copy Number Variantions; CNVs), засягащи пациенти с по-леките 

форми на епилепсии от GEFS+ спектъра. Това вероятно се дължи на по-тежките 

последици, които причинява пълната липса на SCN1A копие, резултат от делеция и изява 

на епилептична енцефалопатия, каквато е DS.  

Около 95% от SCN1A мутациите при DS пациенти възникват de novo, като основно 

са от типа missense (39%), следвани от nonsense (22%), frameshift (19%), сплайс-място 

(10%), геномни преустройства (делеции, дупликации, амплификации, транслокации – 2-

3%), in-frame делеции (2%) и други комплексни мутации (1%) (51,55,56). Анализ на 

генотип - фенотипните корелации показват, че по-тежка клинична картина се наблюдава в 

случаите на мутации с прекъсване на рамката на четене (nonsense) и големи делеции, 

водещи до липса на едното копие от гена и недостатъчно количество от белтъка 

(хаплоинсуфициенция). Тежък DS фенотип се наблюдава и при случаи на мутации с 

промяна на смисъла (missense), при които се засягат порообразуващите сегменти (S5 и S6) 

и волтажния сензорен сегмент S4, при които се засяга полярността на изграждащите АК, а 

в резултат и йонния транспорт (57,58). Обратно, missense мутации, разположени извън 

порообразуващия район (S5-S6) водят до изява на по-лек GEFS+ фенотип (59,60). 

Сравнително скорошно проучване показва, че прекъсващите рамката на четене мутации, 

водят до загуба на функция на белтъка и по-ранна изява на епилептичните пристъпи, най- 

често миоклонични и атипични абсанси, които водят и до тежък DS фенотип (57). Малка 

част от случаите на DS се дължат на мутации в други гени, като GABRA1, GABRG2 

кодиращ α–субединиците на GABA рецептор, или STXBP1, чийто продукт, като част от 
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синапсните комплекси, играе важна роля в невротрансмисията, други субединици на Na
+
 

йонни канали – SCN1B, SCN2A и други (54, 61,62). 

Част от SCN1A патогенните мутации биват унаследени от родител със значително 

по-лек фенотип или асимптоматичен такъв. Тази клинична хетерогенност предполага 

наличието на така наречените гени - модификатори, мутации в които повлияват от ефекта 

на SCN1A патогенния вариант. Съществуват няколко проучвания, предоставящи 

доказателства за модифициращия ефект на някои гени върху тежестта на GEFS+ и DS. 

Такива гени - модификатори са SCN8A, SCN9A, CACNB4 и други (63-65). 

В случаите на големи делеции на хромозомни райони, освен SCN- генния клъстер в 

2q24.3, се засягат и допълнителни гени, водещи до изява на синдромен фенотип, при който 

освен епилептичните пристъпи се наблюдават и дисморфични белези, ИД, изоставане в 

развитието и други синдромни характеристики (66,67). Въпреки това, в някои случаи 

класическият DS фенотип е неразличим при пациенти, носещи както точкови мутации, 

така и интрагенни делеции или големи делеции на целия SCN- клъстер (54). Поради тази 

причина е важно при съмнение за DS или друга ЕЕ, да се прилагат както методи за търсене 

на точкови варианти, така и методи, способни да идентифицират малки или по-големи 

промени в броя копия на част от SCN1A гена, целия ген и група гени. 

 
 

Фигура 2. Схематично представяне на разгърнатия Nav1.1. белтък, изграден от 4 идентични домена 

(D1-D4). Всеки от тях е играден от 6 сегмента (S1-S6), като трансмембранните сегменти S1-S3 (зелено) имат 

структурно значение, S4 (жълто) представлява волтажния сензор, а S5 и S6 (виолетово) изграждат пората на 

канала, през който се осъществява потока на йони (взета от Zuberi et al., 2011 (57)).  
 

Експерименти с миши модели покaзват, че хомo- и хетерозиготни мутации със 

загуба на функция на Nav1.1 протеина не водят до промяна в нормалното функциониране 

на пирамидните възбудни интерневрони в хипокампа, но влияят негативно на активността 

на инхибиторните GABA-ергични интерневрони, разположени отново в хипокампа, както 

и в кортекса (68). Така загубата на функцията на инхибиторните интерневрони ще доведе 

до дебалансиране на процесите възбудимост и инхибиране в мозъка и като резултат – 

епилептични пристъпи. Тази концепция се подкрепя от резултатите от изследвания при 

мишки - двойни хетерозиготи, носещи мутация както в SCN1A, така и в гена SCN8A (63). 
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Генът SCN8A е експресиран основно в неврони, генериращи възбудни импулси в мозъка 

(69). Хипотетично, дисбаланса между процесите на възбудимост и инхибиране при 

наличие на мутация в SCN1A би могъл да се компенсира с мутация със загуба на функция в 

ген, кодиращ канал на възбудни неврони, какъвто е SCN8A. Последният се явява ген - 

модификатор на екпресията на SCN1A гена. Точно това се случва и при Nav1.1
+/-

/Nav1.6
+/-

 

мишки: наблюдава се по-добър отговор към антиконвулсанти, както и по-дълъг живот, в 

сравнение с Nav1.1
+/- 

хетерозиготи (63,70). В допълнение, тези резултати подкрепят 

хипотезата че SCN1A гена е дозово–зависим и недостатъчно количество от продукта му е 

отговорна за изявата на заболяванията от GEFS+ спектъра. Практически резултат от това 

откритие е избягване на прилагането на АЕМ от групата на блокери на натриевите канали, 

които биха могли да влошат симптоматиката при DS пациенти (71). Алтернативен подход 

би могъл да е прилагането на медикаменти, които целят постигането на баланс между 

възбудните и инхибиторните импулси в мозъка, чрез специфично инхибиране на 

възбудните Nav1.6. канали, кодирани от SCN8A гена. За съжаление, специфично 

свързващи се медикаменти с Nav1.6. канала все още не са открити. Епилептогенната 

активност в резултат от дозов ефект на SCN1A гена се дължи на намалено отделяне на 

главния инхибиторен невротрансмитер GABA. В този смисъл, друг подход за лечение 

цели увеличаване на концентрацията на GABA в кръвта с цел компенсация на липсата му 

и лекарства като тиагабин действително правят това. Тиагабинът увеличава GABA 

концентрациите в синаптичната цепка чрез инхибиране на обратната абсорбция на GABA 

в нервните окончания и глиата (72,73). Други лекарства от групата на бензодиазепините 

(например клоназепам) действат като алостерични активатори - увеличават отговора на 

постсинаптичните GABA-рецептори към GABA (73). Въпреки усилията за подобряване на 

лечението, пристъпите при много пациенти с DS и GEFS+ остават рефрактерни, което би 

могло да се дължи на разположението на мутацията в конкретен район на белтъка, 

независим от фармакологичния ефект на медикамента. 

1.4. Бенигнени фамилни неонатални, неонатално–инфантилни и инфантилни 

конвулсии 

Представляват три отделни фамилни фокални електро-клинични синдрома с висока 

пенетрантност, които се отнасят към каналопатиите. Наречени са бенигнени, тъй като се 

наблюдава спонтанна ремисия на пристъпите през по-късните етапи от живота. 

Болестността за BFNC е 14,4 на 10 000 живородени деца. Ранното разпознаване на 

бенигнените фамилни фокални епилептични синдроми е важно с цел предотвратяване на 

ненужни изследвания и позволява ранно преустановяване на антиепилептичното лечение, 

което често пъти води до странични ефекти при новороденото. И трите типа епилепсия 

имат сходни клинични характеристики, като пристъпите се появяват през първата година 

от живота. Различават се една от друга по възрастта на начало на пристъпите и 

асоциирания генен дефект. При бенигнените фамилни неонатални конвулсии (Benign 

Familial Neonatal Convulsions - BFNC) старта на пристъпите е през първите дни от живота - 
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втори до осми ден, като постепенно отшумяват до 16-месечна възраст (74). При около 15% 

от пациентите се наблюдава персистиране на пристъпите и след първата година (75). 

Бенигнените фамилни неонатално-инфантилни конвулсии (Benign Familial Neonatal 

Infantile Convulsions - BFNIC) се появяват между втори и седми месец от живота и 

поспепенно отшумяват до края на първата година (76). Бенигнените фамилни инфантилни 

пристъпи (Benign Familial Infantile Convulsions - BFIC) се появяват между 4- и 8- месечна 

възраст, като постепенно изчезват до достигане на 3- годишна възраст (77). Те са 

генетично най-хетерогенните от трите бенигнени фамилни епилепсии. Съществуват данни 

за няколко семейства, при които BFIC по-късно през живота косегрегира с пароксизмална 

хореоатетоза – неврологично заболяване, характеризиращо се с поредица от неволеви 

движения на тялото и крайниците, продължаващо до няколко секунди (21). Описани са 

случаи на хемиплегична мигрена в комбинация с инфантилни конвулсии (78). Всичко това 

вероятно се дължи на генетичната хетерогенност на синдрома със засягането на 

допълнителни локуси.   

Характерно и за трите синдрома е начало с основно тонични пристъпи, следвани от 

фокални пристъпи с моторен компонент, често асоциирани с апнеа и цианоза. Пристъпите 

са кратки, най-често под формата на клъстери, като могат да се повторят до 30 пъти 

дневно, а понякога да еволюират до SE (74). Понякога се наблюдава и вторична 

генерализация в клонични пристъпи или ГТКП. Интерикталните ЕЕГ данни са нормални, 

като пациентите имат добър отговор към АЕМ. Общото и интелектуално развитие не се 

нарушават. И трите синдрома се характеризират с АД унаследяване и висока 

пенетрантност (21). 

 

   1.4.1. Молекулни дефекти в ген KCNQ2 

От молекулна гледна точка, BFNC представляват невронални каналопатии, 

възникващи като резултат от мутации в два гена – KCNQ2 (OMIM: 121200) и KCNQ3 

(OMIM: 121201). Двата гена кодират високо хомоложни субединици Kv7.2 и Kv7.3 на 

нископрагови, потенциал-зависими, бавно активиращи се и бавно деактивиращи се 

калиеви канали. Всяка субединица се състои от шест трансмембранни домена – четири 

потенциал-чувствителни домена, два домена, формиращи пора и дълъг С-краен 

цитоплазмен домен. По две вериги от всяка субединица се свърват и формират тетрамер 

(Фигура 3). N-крайният домен играе роля в насочването на новосинтезирания белтък към 

мембраната и вероятно подпомага способността за отваряне на пората, регулираща йонния 

транспорт. Трансмембранните домени, заедно с продукта на KCNQ3, са отговорни за 

формирането на пората на канала, през който се осъществява потока на йони. C-

терминалният домен се свързва с Ca
2+

 сензор калмодулин (CaM) и така спомага за 

асемблирането и тетрамеризацията на Kv7.2 и Kv7.3, като така се формира функционален 

канал в мембраната на клетката (79). Тези канали играят роля в регулацията на 

възбудимостта на неврона, спомагайки за възстановяването на потенциала на покой на 

мембраната чрез пренос на K
+
 йони в интрацелуларното пространство.  
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Фигура 3. Схематично изображение на Kv7.2 и Kv7.3 белтъците, продукти на гените KCNQ2 и 

KCNQ3 с показана доменна структура (взета от Surti et al., 2005 (80)). 

 

Генът KCNQ2 е засегнат в 90% от случаите на BFNC, с 85% пенетрантност (25,81). 

Мутации със загуба на функция в този ген са открити и при пациенти с BFNC без фамилна 

история. Генът KCNQ2 се намира върху дългото рамо на 20-та хромозома, участък 20q13.3. 

Състои се от 18 екзона. Кодираният от него белтък Kv7.2 се експресира в централната и 

периферната нервни системи и е високо представен в прищъпванията на Ранвие на 

периферните миелинови влакна (82). В редки случаи, мутациите в KCNQ2, които засягат 

кинетиката на активирането на Kv7.2 канали са асоцирани с миокимия, но като цяло 

болните с BFNC нямат симптоми, показващи промени в периферната нервна възбудимост.  

Мутационният спектър на KCNQ2 гена включва погрешно-смислени (missense), 

мутации с прекъсване на рамката на четене (nonsense) мутации, с изместване в рамката на 

четене (frameshift) в различни участъци на гена, както и делеции и инсерции на цели 

екзони (83). Проучвания върху ефекта на тези мутации в хетерозиготни експресионни 

системи показват, че техният ефект варира: от леки промени до пълна липса на функция на 

К
+
 канал и че леко понижаване на М-тока с около 25% през този канал е достатъчно, за да 

се развие BFNC. Това показва, че недостатъчност на функцията на гена (дозов ефект) e 

преобладаващия патогенен механизъм при BFNC. 

 Клиничният спектър на мутациите в KCNQ2 гена отдавна надхвърля рамките на 

BFNC. Мутации в този ген, основно възникнали de novo, са установени при 10% от 

пациенти с епилептична енцефалопатия ЕЕЕІ7 (ОМІМ: 613720) – заболяване с АД 

унаследяване, характеризиращо се с поява на рефрактерни пристъпи през първата седмица 

от живота, свързани впоследствие с изоставане в НПР и персистиращи неврологични 

нарушения (74,84). ЕЕГ данните показват мултифокална епилептиформена активност. 

Допълнително се наблюдават и лезии в базалните ганглии при провеждане на образни 

изследвания. Пристъпите обикновено отшумяват от 1- до 4- годишна възраст с подобрение 

в EEГ данните, но тежкия неврологичен дефицит се запазва (74). За разлика от гърчовете 

при BFNC, BFNIC или BFІC, които са самоограничаващи се, тези при ЕЕЕІ7 са 

пролонгирани и изключително резистентни на лечение, с лоша прогноза, свързана с тежък 

неврологичен дефицит. Нито една от KCNQ2 мутациите, свързани с ЕЕЕІ7 не е открита 
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при пациенти с BFNC. Повечетo от тях възникват de novo. Всички тези мутации са 

асоцирани с добре очертан потенциално разпознаваем клинико-електрофизиологичен и 

радиологичен фенотип. Това позволява включването на KCNQ2 гена в скрининг програми 

на пациенти с рефрактерни, неонатални пристъпи с неизяснен произход. Резултатите от 

такъв скрининг биха имали голяма диагностична стойност, тъй като позволяват 

разграничаването на ЕЕЕІ7 формата от други тежко-протичащи форми на епилептична 

енцефалопатия с лоша прогноза. 

Мутации във вторият ген - KCNQ3, са установени в значително по-малък процент 

(10%) от случаите на BFNC. Генът KCNQ3 се намира върху дългото рамо на хромозома 8, 

участък 8q24.22 и съдържа 16 екзона. Откритите до този момент мутации в този ген 

засягат пора-формиращите домени в трансмембранния регион на белтъка Kv7.3. 

Клиничната картина при всички семейства е представена от бенигнени неонатални гърчове 

със или без фамилна история (85). 

Мутации в описаните дотук гени се откриват в около 70% от случаите на бенигнени 

конвулсии в детството, което показва наличието на допълнителни локуси, свързани с изява 

на тези електро-клинични синдроми. Например, Schubert и съавтoри идентифицират 

мутации в ген PRRT2 при 77% от семействата със BFIS (86). Малко по-късно, изследване 

на четири гена (KCNQ2, KCNQ3, SCN2A и PRRT2) в 46 семейства с бенигнени фамилни 

пристъпи в кърмаческа възраст показва, че молекулната патология на BFNC е специфично 

свързана с KCNQ2 гена, докато при BFNIC играе роля още един ген, SCN2A. Най - 

разнородна е групата на BFIC, в която са открити молекулни дефекти и в четирите гена, но 

70-80% от тях са в ген PRRT2. Откриваемостта на молекулните дефекти в това проучване е 

била 89% (81).  

 

1.5. Абсансни епилепсии  

Генерализирани генетични епилепсии, при които основните пристъпи са абсанси. 

Към тази група се причисляват абсансната епилепсия с ранно начало (Early Onset Absеnce 

Epilepsy - EOAE), детска абсансна епилепсия (Childhood Absence Epilepsy - CAE) и 

ювенилна абсансна епилепсия (Juvenile Absеnce Epilepsy - JAE). Трите заболявания трудно 

се разграничават едно от друго, но в повечето случаи отдиференцирането е по възрастта на 

начало на пристъпите. CAE започва между 4- и 10- годишна възраст, при EOAE 

абсансните пристъпи се появяват пред четвъртата година от живота, а при JAE – след 

възраст от 10 години. Детската абсансна епилепсия (CAE) е типичен представител на ГГЕ 

с начало между четири и 10 години при иначе здрави деца. Пристъпите са внезапни и 

кратки, с продължителност обикновено от три до 20 секунди и се характеризират с 

периоди на втренчване със загуба на съзнанието. Честотата на поява на пристъпите е до 

200 дневно. В повечето случаи те се повлияват от АЕМ, или изчезват спонтанно и 

заболяването има добра прогноза (87). CАЕ е генетично детерминиран, с конкордантност 

70-85% при монозиготни близнаци и се счита, че има комплексно унаследяване (88). Често 

се наблюдава еволюция в ювенилна абсансна епилепсия (JАE) в по-късните етапи от 
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живота (89). При JAE пристъпите стартират след 10- годишна възраст, като за разлика от 

CAE, се появяват допълнително и ГТКП и миоклонични пристъпи. Случаите на ЕОАЕ с 

начало под 4- годишна възраст са по-рядко срещани и в комбинация с типичните абсанси, 

могат да имат комплексен фенотип с допълнителни видове пристъпи, двигателни 

проблеми или ИД с лоша прогноза (90). 

   1.5.1. Синдром на GLUT1 дефицит (GLUT1 deficiency syndrome, GLUT1 DS)  

Рядко генетично заболяване, дължащо се на разстройство на енергийния 

метаболизъм в мозъка, в резултат от молекулен дефект в основния глюкозен транспортер - 

GLUT1. Първоначално синдромът е описан от De Vivo и съавтори като тежка епилeптична 

енцeфалопатия (ЕЕ) със старт в ранното детство и асоцииран ИД, моторни проблеми 

(атаксия и спастичност), придобита микроцефалия и хипогликорахия (намалено 

съотношение на глюкозата в плазма и цереброспинална течност – CSF съотношение: 0.19-

0.35, при запазена нормална плазмена концентрация) (91). Друга характерна находка в 

цереброспинална течност е ниските нива на лактат, като част от метаболизма на глюкозата 

(92). Досега по литературни данни са описани не повече от 300 случая на GLUT1 DS. 

Честотата на разпространение на синдрома не е добре установена, но съществуват 

публикувани данни за честота от 1:83000, изследвайки основно случаи от датската 

популация (93). В клиничен аспект спектъра на симптоматиката на GLUT1 DS в 

последните години се разшири. Различават се както класическа форма на фенотипа, така и 

атипична такава. При класическият GLUT1 DS, в комбинация с придобита микроцефалия, 

хипогликорахия и понижени нива на лактат в плазма, се наблюдават основно три групи 

неврологична симптоматика:  

 Епилептични пристъпи – старт в ранна детска възраст, най-често през 

първата година от живота. Основният тип пристъпи са генерализирани абсанси, в 

комбинация с миоклонични, миоклонично-астатични, тонични, фокални, ГТКП (94). 

 Двигателни нарушения – биха могли да са постоянни или пароксизмални 

(само по време на пристъпите), като тежестта им флуктуира в зависимост от действието 

на външни стресови фактори (инфекции, продължителни физически упражнения и 

други). Най - характерни моторни нарушения са спастичност, хипотония, атаксия, хорея, 

дистония на крайниците, диспраксия и миоклонус (94). 

 Когнитивно-поведенчески нарушения – нарушенията в ИД са 

пропорционални с тежестта на изява на останалите симптоми. В повечето случаи се 

наблюдават умерен към тежък ИД (95), задръжка в развититето на речта, понякога 

дисартрия, нарушения в обучението, а по-рядко и поведенчески нарушения, депресия или 

синдром на дефицит на вниманието с хиперактивност (Attention Deficit Hyperactivity 

Disorder- ADHD) (96). 
 

При некласическата форма на GLUT1 DS се включват най-често моторни 

заболявания като атаксия и дистония, с или без епилептични пристъпи, мигренозни 



17 
 

състояния и пароксизмална дискинезия, индуцирана при физически натоварвания 

(Paroxysmal Exertion-induced Dyskinesia - PED). PED се характеризира с кратки, неволеви 

хореоатетични или дистонични движения, засягащи основно долните крайници, 

съпроводени или не с епилептоформена активност и загуба на съзнание (97).  

Характерно за GLUT1 DS е благоприятното повлияване от кетогенна диета, богата 

на мазнини – кетоните са алтернативен енергиен източник за мозъка и заместването на 

въглехидратите с мазнини в диетата води до редуциране основно на епилептичните 

пристъпи, разтройствата в движението и нормализиране растежа на главата (95). ИД 

остава непроменен. Най - точният и сигурен метод за поставяне на диагноза е изследването 

на CSF съотношението в цереброспинална течност, получена чрез лумбална пункция и 

кръвна плазма. Поради инвазивната природа на тази процедура и високия риск от 

усложнения, тя е рядко прилагана в клиничната практика. Този факт, в комбинация с 

широкия фенотипен спектър на изява на синдрома, затруднява поставянето на точна 

диагноза при пациентите в ранна детска възраст. В допълнение, фактът, че GLUT1 DS 

синдромът е донякъде лечимо заболяване, повишава интереса на изследователите с цел 

установяване на молекулните патомеханизми, стоящи в основата му.  

 

   1.5.2. Молекулни дефекти в ген SLC2A1 

 

Генът SLC2A1 се намира върху късото рамо на хромозома 1, участък 1p34.2 и 

кодира основния транспортен белтък GLUT1, пренасящ глюкоза през кръвно-мозъчната 

бариера при бозайниците. Представлява интегрален трансмембранен гликопротеин, 

състоящ се от 492 аминокиселини (AK), който улеснява транспорта на хексози и пентози 

през еритроцитната мембрана. 

Мутации в SLC2A1 са рядка причина за генерализираните абсансни епилепсии с по-

лека клиника и вариабилна възраст на начало. При фамилни случаи с мутации в SLC2A1 

гена е установена непълна пенетрантност и значителна вариация във фенотипната изява, 

включваща епилепсии с абсанси и начало в много ранна детска (EOAE) и детска възраст 

(CAE), както и случаи на юношеска форма с миоклонични пристъпи (JME), миоклонично-

астатична епилепсия (MAE) и фокална епилепсия (98,99). 

Мутациите в SLC2A1 гена водят до загуба на белтъчната функция. Направените до 

сега функционални изследвания на мутантни протеини показват, че заболяването се дължи 

на редуциран глюкозен транспорт през кръвно-мозъчната бариера, когато енергийните 

изисквания на мозъка надхвърлят снабдяването му (99). Точковите missense мутации в 

SLC2A1 гена са характерни за по-леките форми на ГГЕ, като CAE, JAE, MAE, докато 

тежката енцефалопатия GLUT1 DS се причинява основно от de novo мутации от типа 

загуба на смисъла, екзонни или цялостногенни делеции и дупликации с доминантен ефект, 

причиняващи загуба на функция на GLUT1 транспортера (95,100). 

Недостатъчност на GLUT1 протеина се явява важна причина за моногенните форми 

на абсансна епилепсия с начало от ранно детство до зряла възраст. Участието на GLUT1 

глюкозния транспортер в етиологията на детските абсансни епилепсии с ранно начало е 
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описано от различни изследователски групи, които съобщават противоречиви резултати 

относно ролята на SLC2A1 в тези епилептични заболявания. Първоначалните литературни 

данни сочат, че генетичните дефекти в SLC2A1 гена се срещат при 12% от пациенти с 

детска абсансна епилепсия с ранно начало- ЕОАЕ (17,101). Други автори потвърждават 

тези наблюдения, изследвайки 26 пациенти с ЕОАЕ, но нe откриват мутации в този ген при 

селектирана група от абсансни епилепсии с начало след 4- годишна възраст - CAE и JAE 

(102). Arsov и съавтори показват, че 1.4% от тяхната кохорта пациенти с идиопатични 

абсанси имат функционално валидирана мутация, засягаща SLC2A1 гена, което значително 

разширява фенотипния спектър на GLUT1 DS и го прави трудно за поставяне на диагноза 

заболяване (101). В допълнение, дефекти в SLC2A1 (основно missense) са причина за изява 

на 5% от спорадичните случаи на МАЕ (100,103) и 1% от случаите на неизяснена ГГЕ 

(105,106).  

Знае се, че генетичният спектър на мутациите в SLC2A1 също варира значително – 

от точкови мутации от различен тип до големи цялостногенни делеции. Около 70-80% от 

пациентите с GLUT1 DS носят патогенен точков вариант, докато спектъра на интрагенни 

или делеции на целия SLC2A1 ген е значително по-малък – 11-14% (95,101,106). 

Установено е, че делеции на целия ген, мутации с прекъсване на рамката на четене и 

загуба на смисъла водят до 50% загуба на GLUT1 протеина и са асоциирани с по-тежък 

фенотип и класическа изява на GLUT1 DS. Някои мутации с промяна на смисъла водят до 

50-75% запазване на функцията на белтъкa, което е свързано съответно и с по-лека 

симптоматика (95). Все пак съществува фенотипна хетерогенност и пациенти с missense 

мутации, показват тежък ИД и обратно - пациенти с интрагенни делеции проявяват по- 

лека симптоматика (95). Описани са и няколко случая на двойни хетерозиготи в транс-

състояние с изява на много тежка форма на GLUT1 DS и запазване на функцията на 

белтъка само с около 25-50% (92). 

 

1.6. Комплексни форми на епилепсия 

   1.6.1. Епилептични енцефалопатии (EE) 

Някои от описаните дотук ГГЕ с ранно начало в детска възраст са 

самоограничаващи се, като характерно при тях е постепенното изчезване на пристъпите в 

постнаталното развитие. Съществуват обаче състояния с по-тежък фенотип, при които 

след старта на пристъпите, най-често генерализирани, се наблюдава постепен спад в НПР в 

резултат от абнормната епилептоформена активност. Тези тежки епилептични състояния 

се наричат епилептични енцефалопатии (EE) и по същество представляват ГГЕ. Според 

дефиницията на ILAE, ЕЕ са състояния, при които епилептоформените абнормалности се 

явяват причина за прогресивното нарушение на мозъчните функции (107). Епилептични 

енцефалопатии са дотук описаните DS и GLUT1 DS. Всички ЕЕ се характеризират с 

генерализирани пристъпи, появяващи се в ранна детска възраст, които често се 

придружават от болести от аутистичния спектър (Autism Spectrum Disorders; ASD), 
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когнитивно-поведенчески, моторни проблеми и структурно-мозъчни аномалии. 

Прогнозата в повечето случаи е неблагоприятна. Както при ГГЕ, генетичните причини за 

изява на ЕЕ са разнообразни - засягат се както гени, кодиращи йонни канали (например 

SCN- генния клъстер, KCNQ2, KCNT1, CACNA2D2 и други), така и гени, участващи във 

вътреклетъчната и междуклетъчна сигнализация (например DNM1, STXBP1, DOCK7, 

ARHGEF9, PCDH- генния клъстер), ензими (WWOX, SZT2, PNKP), рецептори за 

невротрансмитери (GABRA1, GABRG2, GRIN2A, GRIN2B), както и гени с важна функция в 

ранното развитие на ЦНС (ARX, CDKL5) (21,52,108). Дължат се както на точкови мутации 

в отделни гени, така и на хромозомни структурни аномалии и могат да са част от 

симптоматиката на хромозомни болести, например синдром на Down, синдром на 

Angelman/Prader Willi и други (109-111). В почти всички случаи на ЕЕ, мутациите се 

появяват de novo, в изолирани случаи без фамилна история. Добре охарактеризирани ЕЕ са 

синдром на Оhtahara, West синдром, синдром на Dravet, синдром на Landau- Kleffner, 

Lennox-Gastaut синдром и други (21,31,112, 113). Понякога се наблюдава еволюция от 

епилептогенно състояние с по-лек фенотип и добра прогноза към ЕЕ с регрес в НПР. 

Типичен пример е синдрома на Dravet (DS), част от спектъра на GEFS+ синдрома. 

Съществуват ЕЕ, резултат от мозъчни аномалии, както и метаболитни дефекти (например 

GLUT1 DS, хиперпролинемия, креатинов дефицит), или с други думи класификацията на 

ЕЕ е същата, както при ГГЕ.  

За първи път генетичната причина за ЕЕ бива открита при проучване на деца с DS, 

при което се наблюдават de novo мутации в SCN1A гена при седем пациента (24). С 

разразботването на широкообхватните молекулярно-генетични и геномни технологии, 

като микрочиповия анализ и масивното паралелно секвениране, се откриват и множество 

други гени и геномни райони, свързани с изявата на различни типове ЕЕ (52,114,115). 

Генетичната природа на тези заболявания е хетерогенна, мутации с de novo възникване в 

засегнатия индивид са най-често докладвани.  

 

   1.6.2. Промени в броя копия като причина за изява на ГГЕ/ЕЕ. Микроделеционни и 

микродупликационни синдроми 

Делеции и дупликации на хромозомни сегменти, известни още като промени в броя 

копия (Copy Number Variations - CNVs) са една от генетичните причини за заболявания в 

развитието на ЦНС с комплексно унаследяване, в които се включват и ГГЕ (116). 

Промените в броя копия (CNVs) се дефинират като загуба или придобиване на сегмент от 

ДНК, вариращ по размер от една или няколко килобази (Kb) до няколко мегабази (Mb), а 

понякога засягат и цели хромозоми (три- или тетразомии, монозомии). Структурните 

вариации съставляват около 1,2% от вариациите в човешкия геном, сравнени с 

еднонуклетодните полиморфизми (SNPs), които заемат около 0,1% от него (117). В 

зависимост от размера на засегнатия участък могат да се засегнат един, няколко или 

множество гени, а също така е възможно аберацията да не засяга генни райони. Част от 

CNVs се срещат с висока честота в общата популация, имат положително влияние върху 
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еволюцията и не причиняват заболяване. Друга част CNVs се срещат значително по-рядко 

и засягат гени от важно значение за нормалното ембрионално развитие на нервната 

система и по този начин се явяват причина за изява на болестни състояния като ГГЕ/ЕЕ. 

Рекурентни (повтарящи се) делеции и дупликации на хромозоми 15 (15q13.3, 15q11.2) и 16 

(16p13.11) са асоциирани с около 3% от пациентите с ГГЕ (116,118). Копийни варианти в 

хромозомите са причината за изява или допринасящ фактор за малко повече от 8% от ЕЕ, 

идентифицирани до този момент (119). Въпреки това, същите CNVs се наблюдават и при 

асимптоматични носители от общата популация, както и при здрави родственици в 

рамките на едно семейство. Те биват класифицирани като рисков фактор за развитие на 

неврологично заболяване, не толкова като директна причина за наблюдавания фенотип. 

Асоциативно проучване показва, че приблизително един на всеки три носителя на CNV в 

15q13.3 района ще развие ГГЕ (120). Промените в броя копия първоначално биват открити 

при пациенти с епилепсия и коморбидни аутизъм, ИД и шизофрения (121,122). Оказва се, 

че е по-вероятно CNVs да са генетичната причина за заболяването при случаи на ГГЕ с 

коморбиден ИД, отколкото при пациенти, които имат само ГГЕ или само ИД (120). 

Патогенни копийни варианти се откриват при повече от 10% от случаите на неизяснена 

епилепсия в комбинация с ИД, аутизъм и изоставане в развитието (123). 

С развитието на геномните микрочипови технологии за търсене на CNVs, в 

последните години се откриха десетки нови микроделеционни/дупликационни синдроми 

(124,125). Тези заболявания включват както неврологична симптоматика, така и различни 

вродени аномалии – например засягане на системи като сърдечно–съдова, пикочо-полова, 

опорно-двигателна, структурно-мозъчни аномалии и други. Класически примери за 

микроделеционни/дупликационни синдроми са 15q11-q13 делецията, асоциирана със 

синдроми на Angelman и Prader-Willi (126), делеции и дупликации в район 22q11, свързани 

с велокардиофациален синдром, DiGeorge синдром и 22q11.21 дупликационен синдром 

(127,128), 7q11 делеция, асоциирана с Williams-Beuren синдром (129) и други. Всеки един 

от тези синдроми първоначално е бил описан на база сходни клинични характеристики, 

наблюдавани при група пациенти (подходът „първо фенотип“) и впоследствие са били 

открити генетичните причини, стоящи в основата им. Болшинството от 

микроделеционните/дупликационни синдроми са неясни и не могат да бъдат разграничени 

на базата на общи фенотипни характеристики. Затова при тях, чрез микрочиповите 

технологии се прилага подходът „първо генотип“, след което се дефинират на базата на 

откритите и асоциирани с тях CNVs. Чрез този подход през последните години биват 

открити много микроделеционни/дупликацииони синдроми като например 15q24 

микроделеционен синдром (130), 17q12 микроделеция/дупликация (131), 1p36 делеционен 

синдром (132) и други. По отношение на ИГЕ/ГГЕ, няколко изследователски групи 

откриват повтарящи се микроделеции в 15q13.3, които се асоциират съответно с ИД, 

аутизъм, шизофрения и с 3% от ГГЕ (116,121,133,134). Чрез подходът „първо генотип“ 

идентификацията на група пациенти със сходни геномни аберации позволява по-точно 

характеризиране на клиничните симптоми, свързани със съотвения синдром, което пък 

позволява по-точна диагноза и индивидуализирана профилактика и терапия в бъдеще. 
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 От друга страна, наблюдаваната коморбидност на епилепсията заедно с други 

невропсихиатрични проблеми като ИД, аутизъм, изоставане в развитието на речта в 

контекста на микроделеционитте/дупликационни синдроми от една страна може да се 

дължи на засягането от аберацията на няколко гена с дозов ефект, а от друга да е резултат 

от явлението фенотипна плейотропия.  

 

   1.6.3. Фенотипна хетерогенност (плейотропия) 

Много проучвания през последните години предполагат, че общи молекулни 

пътища стоят в основата на патогенезата на различни заболявания на нервната система 

(111,136,137), вземайки предвид високата коморбидност, наблюдавана при ИД и други 

когнитивно-поведенчески проблеми, в комбинация с епилепсия, аутизъм и шизофрения 

(138,139). Например, 70% от пациентите с аутизъм развиват също и ИД (140). Аутистични 

стигми имат между 15-35% от децата с епилепсия (141,142) и обратно - епилепсия се 

наблюдава при до 46% от пациентите с аутизъм, като е по-често наблюдавана при такива с 

коморбиден ИД (143). Независимо от вида унаследяване (моногенно или комплексно) или 

етиологията на възникване, при около 20% от случаите на ИД се наблюдават и 

епилептични пристъпи (144). Допълнително, пациенти с епилепсия на различна възраст 

показват тенденция към повишаване на риска от развитие на синдром на дефицит на 

вниманието и хиперактивност (ADHD), който присъства при 12-30% от случаите с 

епилептични пристъпи (145). 

Явлението фенотипна хетерогенност или плейотропия се наблюдава както при 

случаи на идентифицирани еднонуклеотидни замени в редица гени, така и при патогенни 

CNVs, засягащи големи хромозомни райони. Например, de novo мутации със загуба на 

функция в SCN2A и SCN8A гените, кодиращи различни α-субединици на потенциал- 

зависими Na
+
 канали в мозъка са идентифицирани при пациенти с ИД, аутизъм, епилепсия 

и атаксия (146,147). Допълнително, гени, отговорни за ремоделирането на хроматина и 

епигенетичната регулация на генната експресия, каквито са например CHD8 (хромодомейн 

хеликаза ДНК-свързващ протеин), MECP2 (метил CpG свързващ протеин), AUTS2 

(аутизъм-предразполагащ кандидат ген) са асоциирани с широк спектър 

невропсихиатрични заболявания (148). Мутации в гени, участващи в GABA трансмисията, 

разклоняването на дендритите в пре- и постнаталното развитие на ЦНС, синаптичната 

пластичност, невроналната миграция и невротрансмисия причиняват фенотипи като 

епилепсия, аутизъм и ИД (138,149). В допълнение, микроделеции/дупликации стоят в 

основата на патогенезата на невропсихиатрични фенотипи като ИД/забавяне в развитието, 

аутизъм, ADHD, епилепсия и шизофрения (122,150,151). Например,  делеции в 16p11.2, 

както и дупликации в 16p13.3 и 15q11q13 райони са асоциирани, както с ASD, така и с 

епилепсия (152,153). Епилепсията, аутизма и интелектуалния дефицит са коморбидни 

симптоми на синдрома на Даун, туберозна склероза и други комплексни синдроми  (154-

157). 
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Още повече, мутации в един и същи ген биха могли да са асоциирани с повече от 

едно невропсихиатрично заболяване (111,158,395). Различните проявления на 

неврологичен фенотип при мутации в един и същи ген вероятно са резултат от 

стохастични процеси по време на ембрионалното развитие, разликата в генетичния фон 

при различните индивиди, както и ефекта на допълнителни мутации от различен тип в 

рамките на съответния геном. Например, делеции на гена HCN1, кодиращ цикличен 

нуклеотид-зависим калиев канал, причиняват ИД в комбинация с аутизъм, докато точкови 

мутации с придобиване на функция в същия ген причиняват ЕЕ с или без ИД и/или 

аутистични стигми (159). От друга страна, мутации в други К
+
 канали са причина за изява 

предимно на епилепсия, понякога с или без ИД и ASD (160). Това предполага, че 

невропсихиатричните заболявания споделят някои базисни молекулни пътища, в които 

дефектните гени винаги ще водят до изява на различен невропсихиатричен фенотип, в 

зависимост от фактори на околната среда и индивидуалния генетичен фон.  

Сравнителният анализ между множество различни проучвания показва, че някои 

мутации са асоциирани с широк спектър по тежест фенотипи не само в популацията, но и в 

рамките на едно семейство. Такава непълна пенетрантност и вариабилна екпсресивност е 

характерна както за еднонуклеотидни замени, така и за големи хромозоммни копийни 

варианти, засягащи множество гени. Например, анализът за скаченост и таргетно търсене 

на мутации в гени, асоциирани с епилептични синдроми показва значителна клинична 

хетерогенност при фамилните форми на епилепсия в големи ромски фамилии в България с 

изразени интра- и интерфамилни вариации (395). Копийни варианти, показващи 

вариабилна експресивност и непълна пенетрантност на заболяването са делеции и 

дупликации в 1q21.1, 15q13.3, 16p11.2 и 16p13.11 райони (161-164). За повечето от тези 

райони структурни хромозомни аберации са причина за повишаване на риска от развитие 

на болести на ЦНС, каквито са ИД, ASD, ADHD, епилепсия и шизофрения. Тези 

заболявания, освен в изявата си, се различават значително и по тежестта, с която протичат. 

Факторите, стоящи в основата на тази екстремна клинична вариабилност са слабо 

проучени. Съществуват няколко вероятни обяснения за тези наблюдения при индивидите, 

носещи един и същи тип структурни изменения. Едно от тях е разликите в генетичния фон 

на всеки отделен индивид, като е доказано, че както честите, така и редките варианти в 

генома играят роля в модифицирането на фенотипа (165,166). Други фактори, които също 

оказват влияние, са епигенетичните промени и геномния импринтинг. Постоянно 

действащи фактори на околната среда, както и спорадични ефекти от тях биха могли да 

взаимодействат и да предизвикат промяна в експресията на гени, съответно и 

модификация на фенотипно ниво. Например, таргетни проучвания на хромозомен район 

1q21.1 са допринесли за изясняване на фенотипната вариабилност при 1q21.1 

микроделеционния синдром. Досега няма доказателства, че разлики в точките на счупване, 

метилационните места или в кодиращата последователност поне на два различни гена от 

регион 1q21.1 са причина за наблюдаваната фенотипна хетерогенност при този синдром 

(161). Също така, няма доказателства за ролята на допълнителни патогенни копийни 

варианти в малък брой изследвани семейства до този момент (167,168). Анализ на 



23 
 

експресията на повечето от уникалните гени, разположени в 1q21 региона (PRKAB2, 

CHD1L, BCL9, ACP6, GPR89A и PDIA3P) корелира с броя копия при съответния пациент, 

но не са открити разлики в експресията им между няколко пациенти, носещи делеция или 

дупликация в 1q21, за да може да се установят причините за разликите в изявата на 

заболяването (167). Подобно, делеции в 16p13.11 района са асоциирани с ИД, аутизъм, 

шизофрения и епилепсия (162). Отново, анализ на експресията на гени, разположени в 

района показва, че нивата на еспресия на всички гени намаляват при седем пациента с 

делеция в 16p13.11 и изява на различни по форма и тежест епилепсии. Допълнително, 

секвенционен анализ на същите гени при тези пациенти не разкрива допълнителна 

мутация, която би могла да допринесе за разликите във фенотипа им (164). През 2010 

година Girirajan и съавтори изследват хипотезата, че присъствието на допълнителен 

копиен вариант би могъл да модифицира фенотипа при геномните заболявания. Екипът 

изследва 2312 деца с изява на невропсихиатричен фенотип и вече идентифицирани 

патогенни CNVs в 16p11.2 региона, като открива, че 10% от децата носят допълнителна 

аберация с голям размер в генома си, като фенотипно те се различават от тези, носещи 

само конкретната 16p11.2 аберация. При някои от пациентите фенотипа е значително по-

тежък, докато при други е съвсем различен от основно наблюдаващия се (169). 

Предложената хипотеза за „втори удар“ предполага, че фенотипът се модифицира в 

резултат от допълнителна мутация, която може да е CNV или еднобазова замяна, засягаща 

ген/и, участващ/и в един функционален модул с генът, засегнат от първооткритата мутация 

в резултат или не от действието на фактори на средата. Хипотезата бива подкрепена и от 

наблюденията, че генетични фактори, първоначално асоциирани с един специфичен 

неврологичен фенотип, впоследствие се идентифицират при индивиди с други 

заболявания. Например, делеции в 15q13.3 са асоциирани с епилепсия, шизофрения и 

умствено изоставане (170).  

Всичко това разширява обхвата на генетичните причини, стоящи в основата на 

ГГЕ/ЕЕ, което предполага един сложен генетичен фон с множество взаимодействия, 

специфични за всеки индивид, правещо задачата за точно идентифициране на генетичните 

основи на епилепсията и други невропсихиатрични заболявания изключително трудна. 

1.7. Механизми на възникване на промените в броя копия (Copy Number Variations, 

CNVs) 

Промените в броя копия, или CNVs представляват небалансирани хромозомни 

изменения, които включват загуба (делеции) или придобиване на генетичен материал 

(дупликации). Дефинират се като сегменти от ДНК с големина поне 1 Kb, чийто брой в 

генома може да варира, в сравнение с представителен референтен геном. Молекулните 

механизми за възникване на копийните варианти в генома включват рекомбинационни 

събития, каквито са процесите на неалелна хомоложна рекомбинация (Nonallelic 

Homologous Recombination - NAHR) и нехомоложно снаждане на краища (NonHomologous 

End Joining – NHEJ) като част от системата за поправка на ДНК, както и репликационно-
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базираните механизми: прекъсване на репликационната вилка и смяна на матрицата (Fork 

Stalling and Template Switching - FoSTeS) и микрохомология- медиираната индуцирана от 

прекъсване репликация (Мicrohomology-Мediated Break-Induced Replication (MMBIR) 

   1.7.1. Неалелна хомоложна рекомбинация (Nonallelic Homologous Recombination, 

NAHR).  

 

Според механизмите на възникване, съществуват два класа CNVs: рекурентни и 

нерекурентни. Рекурентните CNVs се получават чрез процеса на NAHR по време на 

мейозата, като се характеризират с общи точки на счупване (breakpoints - BP), които са 

съставени от нискокопийни повторени последователности (Low Copy Repeats- LCRs или 

сегментни дупликации), показващи помежду си над 95% хомология (171). Сегментните 

дупликации съставляват около 5% от хаплоидния човешки геном и по същество са ДНК 

фрагменти с големина >1 kB, които съдържат високо хомоложни последователности, 

представени от две или повече копия в генома. Когато две копия от параложни LCRs са 

разположени на разстояние по-малко от 10 Mb едно от друго, би могло да се случи 

разместване на правилните позиции на хромозомите или хроматидите от една хромозома и 

в резултат - неравен кросинговър. Така се делетират/дуплицират уникални сегменти с 

еднакъв размер и локализация, разположени между съответните LCRs (Фигура 4). Чрез 

процеса на NAHR се формират рекурентни CNVs, които включват същият геномен 

интервал и които възникват независимо при неродствени индивиди (172,173). Някои LCRs 

имат по-сложна структура, изградена от множество модули с прави или обърнати повтори. 

В зависимост от ориентацията на последователността в модула и това какъв тип модул 

участва в неравния кросинговър (с прави или обърнати повтори), се получават различни 

мутационни събития: делеции/дупликации при тандемни (прави) повтори, или инверсии 

при обърнати повтори (173). Проучвания на рекомбинационни горещи точки в генома 

разкриват региони от LCRs с перфектна идентичност и с размер повече от 300 bp, които 

биват наречени впоследствие рекомбинационни горещи точки (recombination hotspots) 

(174,175). Целият човешки геном е осеян с такива точки, в коитo се извършва активно 

нормален кросинговър по време на мейозата, но тези места също така са потенциални 

точки за настъпване на NAHR. Така нормалните архитектурни характеристики на генома 

предразполагат към поява на геномни пренареждания с клинично значение.  

 

   1.7.2. Нехомоложно снаждане на краища (NonHomologous End Joining, NHEJ) 

Нерекурентните CNVs се различават по точки на счупване при отделните индивиди 

и следователно са с различен размер (Фигура 5). Част от тях се получават чрез процеса на 

нехомоложно снаждане на краища (NonHomologous End Joining - NHEJ), който е един от 

процесите за ДНК поправка на двойноверижни счупвания в отговор на редица мутагенни 

фактори (йонизираща радиация, активни кислородни видове и други). Тези счупвания 

биват разпознати от специфични NHEJ репаративни белтъци, формира се мост, който бива 
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ензимно модифициран и в крайна сметка двата края на ДНК веригите биват лигирани. По 

време на стъпката на модификация на ДНК краищата, част от нейната последователност 

бива изрязана и като резултат от NHEJ се получават нерекурентни делеции. За процесът на 

NHEJ не е необходимо наличието на сегментни дупликации, или LCRs, тъй като разривът 

би могъл да засегне която и да било последователност от ДНК, в това число и кодиращата 

част на ген. Допълнително, чрез NHEJ биха могли да се формират и нерекурентни 

дупликации в случаите, когато по време на модификацията на краищата последователност 

от едната верига послужи за матрица за изграждане на един от краищата на повредената 

ДНК верига (176).   

 

 

 

 

Фигура 4. Принцип на неалелната хромозомна рекомбинация (NAHR) – механизъм за генериране 

на рекурентни CNVs. Сините стрелки представляват райони на сегментни дупликации (или LCRs), 

показващи висока секвенционна хомология помежду си, които обграждат фрагмент с уникална структура, 

съдържащ гени, означени с a,b и c. Следва неалелно параложно сдвояване на два такива LCRs с последващ 

неравен кросиновър, в резултат от което се получават два реципрочни продукта: една хромозома, носеща 

дупликация на уникалния район, съдържащ гените a, b и c и втора хромозома, с делеция на същите гени 

(адаптирана от Watson et al., 2014 (125)). 

 

   1.7.3. Прекъсване на репликационната вилка и смяна на матрицата (Fork Stalling 

and Template Switching, FoSTeS) и микрохомология-медиирана индуцирана от 

прекъсване репликация (Мicrohomology-Мediated Break-Induced Replication, 

MMBIR). 

Механизмът на прекъсване на репликационната вилка и смяна на матрицата (Fork 

Stalling and Template Switching - FoSTeS) представлява репликационно-базиран механизъм 

за ДНК поправка, който играе роля в генерирането на комплексни нерекурентни делеции и 

дупликации, прекъснати от райони с нормален брой копия или триплицирани сегменти. 

При този модел, за разлика от NHEJ, поправката е индуцирана от едноверижни разриви на 

ДНК или комплексни архитектурни особености на матрицата (кръстовидни структури 

например). В резултат от това се спира синтезата на ДНК в репликационната вилка, 

изоставащата верига се отделя от матрицата и се сдвоява към друга репликационна вилка 

във физическа близост или на по-голямо разстояние, посредством микрохомология с 3‘-

края си, като синтезата на ДНК се възстановява (177). Друг подобен модел, наблюдаван 
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при моделни организми, е микрохомология-медиираната, индуцирана от прекъсване 

репликация (Мicrohomology-Мediated Break-Induced Replication - MMBIR). При MMBIR 

реплициращата се верига сменя матрицата за синтез, показваща микрохомология с 3‘-края 

й, индуцирана от двойноверижни скъсвания на матричната ДНК верига (178). И при двата 

механизма, района на микрохомология би могъл да е на разстояние от няколко до хиляди 

бази от прекъснатата оригинална матрица. В зависимост от разположението на новата 

репликационна вилка (в посока или обратно на посоката на синтез), се получават 

съответно делеции или дупликации (179).  

 

 

Фигура 5. Видове промени в броя копия (CNVs). A. Рекурентни CNVs с клъстерирани точки на счупване 

(BPs), които се характеризират с еднaкъв размер и локализация. Резултат от процеса на NAHR; Б. 

Нерекурентни CNVs, чийто BPs са пръснати на неопределени места в един геномен район. Тези 

пренареждания споделят минимален район на припокриване (МРП), съдържащ гена/ите, чийто дозов ефект 

е небходимо условие за изява на съответния фенотип и заради който тези CNVs  са били установени; В. 

Нерекурентни CNVs с групиране на една от BPs, което е различно от клъстерирането на BPs, като е 

провокирано от архитектурни особености на генома (например палиндроми или кръстовидни форми). 

(адаптирана от Gu et al., 2008 (176)). 

 

1.8. Ефект на вариациите в броя копия върху фенотипа 

В контекста на клиничната патология, в зависимост от разположението и 

големината на даден копиен вариант, се наблюдават различни последствия върху 

експресията на определен ген или множество гени. CNVs могат да оказват влияние върху 

фенотипа основно чрез промяна в генната експресия. Съществуват няколко възможни 

механизма, чрез които това би могло да се случи (Фигура 6):   
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 Ако засегнатия ген има дозова чувствителност, това би довело до изява на 

патологичен фенотип (дозов ефект), поради недостатъчното или прекомерно количество от 

иРНК и съответно белтъчен продукт (фигура 6А - на фигурата е показана само делеция). 

 Прекъсване на рамката на четене на даден ген, който има дозова 

чувствителност (фигура 6Б). 

 Позиционен ефект при загуба или придобиване на регулаторна 

последователност. Тези регулаторни последователности понякога отстояват на милиони 

бази от гена, чиято експресия регулират. Следователно, при непроменена 

последователност на гена, промяната в броя копия индиректно повлиява генната му 

експресия (фигура 6В). 

 Проява на рецесивна мутация или функционален полиморфизъм при загуба 

на функция на „здравия“ алел посредством делеция или транслокация (фигура 6Г, 6Д). 

 Генна фузия в точките на счупване, представлява мутация с придобиване на 

функция, най-често в резултат от делеция и получаване на нов транскрипт от гена с 

променено екзонно съдържание, или фузия с последователност от друг ген или друга 

регулаторна последователност (фигура 6Е). 

 

 
Фигура 6. Модели на ефекта на CNVs върху фенотипа. Поясненията са дадени в текста. Хомоложните 

хромозоми за означени с непрекъснати линии; абератния хромозомен интервал е ограден със скоби; всеки ген 

е означен със сив, хоризонтален правоъгълник; регулаторните елементи – с оранжев правоълник; със звезда са 

означени точковите мутации. (адаптирана от Feuk et al., 2006 (180) и Lupski and Stankiewicz, 2005 (181)). 

 

За оценката на ефекта на вариациите в броя копия върху експресията на гените са 

необходими допълнителни проучвания чрез моделни системи на клетъчно и организмено 

ниво. До момента не са проведени много изследвания, целящи изясняване ролята на CNVs 

чрез проследяване експресията на гените и влиянието им върху болесния процес.   
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1.9. Методи за идентифициране на CNVs 

През последните години микрочиповите технологии дадоха началото на така 

нареченото молекулно кариотипиране, позволяващо търсене на микрохромозомни 

аберации с много малък размер на геномно ниво. Преди тяхното въвеждане, стандартните 

цитогенетични техники като Гимза- оцветяването на хромозомите се използваха като 

еталон в клиничната практика. Хромозомният цитогенетичен анализ идентифицира 

числени и структурни хромозомни аберации чрез директно микроскопско броене на 

хромозомите, както и чрез микроскопски анализ на лентовите им профили на оцветяване 

през метафаза (класически кариотип) или през прометафаза (високорезолютивен кариотип) 

на митотичния цикъл. Чрез кариотипният анализ могат да се идентифицират мозаицизъм, 

както небалансирани и балансирани хромозомни изменения, но не по-малки от 3-10 Mb. 

Заедно с ниската си резолюция, този метод има и други недостатъци – трудоемък е и 

изисква високо специализирани умения.  

 

   1.9.1. Флуоресцентна ин ситу хибридизация (Fluorescence In Situ Hybridization, 

FISH) 

 

Флуоресцентната ин ситу хибридизация (FISH) е ново поколение молекулярна 

цитогенетична техника, използвана за изследване на специфични геномни райони с много 

по-малък размер, отколкото Гимза - оцветяването, използвайки специфични сонди - 

таргети върху хромозомите. Техниката на FISH има широка приложимост в клиничната 

практика, тъй като чрез нея може да се идентифицират балансирани хромозомни 

преустройства (инверсии, транслокации) и мозаицизъм. Детекцията на подобни изменения 

позволява прецизна оценка на рекурентния риск в такива семейства и дава по-точна 

преценка за необходимостта от пренатална диагностика. Техниката на FISH първоначално 

бива прилагана за детекция на добре познати делеционни синдроми, каквито са DiGeorge и 

Williams-Beuren. Днес, в зависимост от използваните проби за хибридизация (BACs, PACs, 

фосмиди, олигонуклеотиди) и субстратите за анализ (метафазни или интерфазни 

хромозоми, отделни хроматинови нишки) могат да се изследват ДНК фрагменти с 

различна големина, която понякога достига до 10 Kb. Следващи подобрения на 

технологията включват така наречения множествен FISH (М-FISH) и спектралното 

кариотипиране (SKY), където всички хромозоми се оцветяват с различни флуоресцентни 

багрила в рамките на един експеримент, което позволява изучаването на комплексни 

хромозомни изменения, характерни за различни типове солидни тумори (182). Въпреки 

ценното приложение на FISH методологията, тя е изключително трудоемък, времеемък и 

труден за автоматизиране метод. Следователно би могъл да бъде приложен само за 

ограничен брой проби и не е подходящ за рутинната клинично-лабораторна практика.    

В този смисъл биват разработени алтернативни хибридизационно-базирани подходи 

за таргетно търсене на промени в броя копия, каквито са количествения PCR в реално 
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време (qPCR) и мултиплексен амплификационен анализ на лигирани проби (Multiplex 

Ligation - Dependent Probe Amplification - MLPA). 

 

  1.9.2. Количествен PCR  в реално време (qPCR)  

Количественият PCR в реално време (qPCR) представлява количествен метод за 

определяне на брой копия чрез PCR амплификация на тестова ДНК, сравнена с профила на 

контролна ДНК. Базира се на принципа, че в определен PCR цикъл (Ct) количеството на 

натрупания таргетен ампликон достига един фиксиран критичен праг (treshold), който 

съответства на изходното количество ДНК матрица. Колкото по-голямо (дупликация) или 

малко (делеция) е изходното количество матрица, толкова по-рано или по-късно ще 

наблюдава увеличение на флуоресцентния сигнал, съответно ще бъде достигнат критичния 

праг (Ct) в по-ранен или по-късен етап от PCR реакцията. Експериментът PCR в реално 

време се провежда в PCR машина, разполагаща с оптична система за възбуждане на 

флуоресцентните багрила и детекция на емисионните им спектри светлина. Предимства на 

метода са ниската цена на експеримента и лесния дизайн на праймери, комплементарни на 

разнообразни райони по желание на изследователя. В съчетание с ниската си цена и 

бързина на изпълнение, метода показва и висока чувствителност и специфичност, което го 

прави подходящ за рутинната клинична практика (183).  

 

   1.9.3. Мултиплексен амплификационен анализ на лигирани проби (Multiplex 

Ligation - Dependent Probe Amplification, MLPA) 

 

Друг хибридизационно-базиран метод се явява MLPA анализа. При него също се 

използват сонди - къси секвенции, комплементарни на специфичен район от ДНК, най- 

често представляващ част от екзон на даден ген. Подробности, свързани с принципа на 

метода са описани в раздел Материали и методи, MLPA. Както методът FISH, така и 

MLPA анализа са способни да детектират копийни варианти в региони, където 

хибридизира съответната сонда и които са по-големи от сондата, която се използва. 

Следователно, чрез двата метода не е възможно да се определят границите на 

делецията/дупликацията, както и да се сканира целият геном, тъй като сондите се подбират 

спрямо известна последователност от генома. Методът MLPA е бърз, чувствителен, 

относително евтин и лесен метод, но има допълнителни недостатъци: сложен дизайн на 

пробите, технологията е изключително чувствителна на контаминации (186). 

Както FISH техниката, така и MLPA и qPCR в реално време изискват 

предварително познаване на изследваната последователност в съответния хромозомен 

район, неспособни са да идентифицират нови мутации и не са подходящи за изследвания 

на геномно ниво.  

Този недостатък се избягва чрез използването на микрочиповата технология за 

сравнителна геномна хибридизация, array Comparative Genomic Hybridization 

(aCGH), разработена през края на миналия век основно за анализ на туморни проби 

(187,188).  
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   1.9.4. Микрочипова сравнителна геномна хибридизация, array Comparative Genomic 

Hybridization, aCGH) 

 

Първите микрочипове представляват големи геномни BAC (bacterial artificial 

chromosomes) или PAC (P1 artificial chromosomes) клонове с дължина от 80-200 

нуклеотида, автоматично прикрепени към твърда повърхност. Първата диагностична 

aCGH платформа се състои от около 3000 BAC клона с резолюция, достигаща до 1 Mb и 

използвана за изследване на пациенти с ИД и множествени вродени аномалии (189). През 

2004 година се разработват и представят така наречените BAC “tiling” микрочипове, които 

се състоят от припокриващи се BAC клонове, което позволява резолюцията да се увеличи 

грубо до 100-150 Кb (190). Един от недостатъците на BAC микрочиповете е, че поради 

голямата дължина на фрагментите, те съдържат много повторени последователности, 

което може до доведе до неспецифична хибридизация. Допълнително, BAC 

микрочиповете са неспособни да определят с точност точките на счупване на аберацията. 

Заради тези недостатъци, по-късно BAC клоновете постепенно биват заместени от по- 

къси комплементарна ДНК клонове (кДНК), PCR ампликони и накрая от 

олигонуклеотидни проби, използвани широко и до днес (191,192). Изполването на по-къси 

секвенции и увеличаването на броя им позволява драстично покачване на резолюцията на 

чипа. Олигонуклеoтидните проби представляват едноверижни ДНК последователности с 

дължина 25-85 ндв, имобилизирани върху силициева мембрана или зрънца, разположени 

върху стъклена пластинка, или чип. Съществуват чипове с различна резолюция, която 

зависи основно от броя на олигонуклеотидните проби и геномната позиция на всяка една 

от тях. Понастоящем съществуват достъпни олиго-чипове, съдържащи един милион 

имобилизирани клонове, което позволява детекцията на хромозомни изменения с размер 

до няколко килобази, както и по-прецизно определяне на границата на аберацията. 

Всъщност, съществуват описани олиго-чипове по дизайн на изследователя, съдържащи 4,2 

милиона сонди (193). 

Някои от болестотворните аберации са толкова малки, че е невъзможно да бъдат 

детектирани чрез стандартните микроскопски цитогенетични техники, каквито са FISH, 

Гимза - оцветяването на хромозомите, MLPA техниката, както и BAC микрочиповете. 

Този проблем се избягва с използването на олиго-aCGH технологията. Методът на aCGH, 

наречен още хромозомен микрочипов анализ, позволява скрининг на значителна част от 

генома за наличие на CNVs в рамките на единичен екперимент. Принципът на метода се 

състои в белязване на ДНК от тестова и референтна проба с различни флуорохромни 

багрила, след което се смесват и хибридизират върху чипа, съдържащ имобилизирани 

множество къси 60-мерни олигонуклеотидни сонди, представляващи специфична 

последователност от генома. На принципа на конкурентната хибридизация тестовата и 

контролната ДНК се свързват с тези повтори и впоследствие дават сигнали с различен 

интензитет на светене. В зависимост от това коя ДНК свети повече (тестовата или 

контролната), чрез биоинформатични подходи се преценява дали в таргетния район има 

делеция или дупликация на генетичен материал (Фигура 7). За разлика от дотук описаните 
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методи, микрочиповият анализ има най-високо резолютивна способност – чрез него е 

възможно да се идентифицират копийни варианти от порядъка на 1 Кб. Съществуват 

различни микрочипови платформи, които дават различна резолюция на генома. Това прави 

метода изключително подходящ за скрининг на пациенти с интелектуален дефицит, 

епилепсия, други невропсихиатрични проблеми и вродени аномалии, където причина за 

изявата им се явяват CNVs с размер извън обхвата на останалите хибридизационно - 

базирани методи за детекция (116,118,119,194-198).   

 

 
Фигура 7. Общ принцип на сравнителната геномна хибридизация (aCGH). Различните интензитети на 

светене на тестова и контролна ДНК върху чипа дават информация за това дали има делеция или 

дупликация на генетичен материал от съответния клон върху чипа.  

 

Въпреки, че днес микрочиповият хромозомен анализ се препоръчва като първи 

подход в клиничната диагностика при съмнение за хромозомни аномалии, чрез него не 

може да се идентифицират мозаицизъм, балансирани хромозомни изменения (инверсии, 

балансирани транслокации), както и унипарентна дизомия (UPD) и загуба на 

хетерозиготност (LOH). Унипаретната дизомия представлява унаследяване на две копия от 

дадена хромозома или част от хромозома само от единия родител. В зависимост от това 

дали са унаследени две идентични копия от хромозомата или две хомоложни хромозоми 

от един и същ родител, се различават изодизомия и хетеродизомия съответно. Явлението 

загуба на хетерoзиготност е резултат от наличието на дълги непрекъснати участъци в 

генома, съдържащи хомозиготни алели на гени, като тези с клинично значение са с 

дължина между 3 и 10 Mb (199). В контекста на клинична изява на UPD и LOH, тези 

явления биха имали патогенен ефект ако в засегантия район са разположени 

импринтирани гени с важно функционално значение, имащи различна екпресия в 

зависимост от родителския си произход, или ако се демаскират скрити автозомно 

рецесивни мутации (199,200). За да компенсират тези недостатъци на ДНК микрочиповите 

технологии, някои компании (например Agilent technologies) създават така наречените SNP 
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микрочипове, които комбинират технологията на aCGH с допълнителни полиморфни 

еднонуклеотидни маркери, с което се позволява детекцията на UPD и LOH (201). 

Еднонуклеотидните полиморфизми (single nucleotide polymorphisms - SNPs) съставляват 

значителна част от генетичните вариации в човешкия геном и чрез SNP чиповете може да 

се генотипира значителна част от генома или екзома на конкретен индивид в единичен 

екперимент. Обикновено производителите на SNP микрочипове белязват двата алела А и Б 

с две различни багрила, което означава, че конкретния индивид би могъл да има AA, AБ 

или ББ генотип в съответното SNP място. Както при aCGH технологията, SNP чиповете 

представляват къси олигонуклеотидни секвенции и тяхната резолюция основно зависи от 

броя имобилизирани сонди върху чипа и геномното разстояние между всяка една от тях 

(202). За разлика от aCGH, при SNP микрочиповете не се изизква едновременна 

хибридизация на две проби, а тестовата ДНК се сравнява биоинформатично с референтен 

файл. Въпреки допълнителния обхват на изследване, който дават SNP микрочиповете, 

някои проучвания намират, че aCGH технологията показва по-висока чувствителност при 

търсенето на копийни варианти (203,204). Други автори твърдят, че и двете платформи са 

със съизмерима чувствителност на детекция на CNVs и биха могли да се прилагат отделно 

или съвместно в клиничната диагностика на пациенти със сходни клинични показания 

(205,206).  

Въпреки, че аCGH технологията е неспособна да намира небалансирани 

хромозомни изменения и нискостепенен мозаицизъм (<10%), тези типове хромозомни 

аберации съставляват само 0.3% от пациентите с ИД, изследвани чрез кариотипен анализ 

(207). По отношение на небалансираните изменения като причина за изява на 

невропсихиатрични заболявания, влючващи ИД, Гимза - кариотипирането може да 

идентифицира структурни изменения не по-малки от 3Mb, които са генетичната причина 

за заболяне само при около 5% от пациентите с подобен фенотип. Появата на 

микрочиповите технологии и тяхната по-висока резолютивна способност позволи 

откриването на множество микроделеционни/дупликационни синдроми, останали скрити 

до този момент от конвенционалните цитогенетични техники. Това доведе до повишаване 

на диагностичния добив при случаите на ИД в комбинация с изоставане в развитието, 

допълнителни невропсихиатрични проблеми и нормален кариотип до приблизително 20% 

(208,209). В резултат на това, сегашните препоръки относно хромозомния микрочипов 

анализ са използването му като първи диагностичен подход при деца с вродени аномалии, 

ИД/изоставане в развитието в комбинация с ЕЕ и/или аутизъм (207,210). Наскоро Miller и 

съавтори, които са част от Международния Консорциум за Стандартизиране на 

Цитогеномни Данни (the International Standards for Cytogenomic Arrays (ISCA) Consortium) 

ревизират 33 доклада, съдържащи микрочипови данни при 21 698 пациента и достигат до 

консенсусното решение, че микрочиповия анализ трябва да е първия геномен подход при 

индивиди с невропсихиатричен фенотип и множество вродени аномалии, тъй като дава по 

-добър диагностичен добив, отколкото досега прилаганите методи за търсене на CNVs 

(207). Скоро след това този факт бива потвърден от няколко независими проучвания при 

пациенти с идиопатична епилепсия, изоставане в развитието и ИД (34,211,212). 
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Хромозомният микрочипов анализ бива предложен и за първи диагностичен подход при 

пациенти с неясна ГГЕ и допълнителни неврологични проблеми, където първоначалната 

клинична преценка не успява да даде предполагаема диагноза. Авторите демонстрират 

10% честота на откриваемост на патогенни копийни варианти в изследваната група 

недиагностицирани пациенти (212). Допълнително, Cooper и съавтори конструират CNV 

карта на заболеваемостта чрез анализ на микрочипови данни на повече от 15 000 пациенти 

с изоставане в развитието, ИД и различни вродени дефекти, сравнявайки ги с геномния 

профил на повече от 8000 контролни индивида (210). Проучвания, свързани с 

шизофренията, едно от мултифакторните психиатрични заболявания, описани до момента, 

потвърждават ролята на CNVs в патогенезата на това заболяване (133,150,213). В 

допълнение, aCGH анализа бива широко използван за изучаване генетичните причини, 

свързани с изявата на други невропсихиатрични болести, като аутизъм, биполярно 

разстройство, синдром на дефицит на внимание с хиперактивност, епилепсия, ИД, тъй като 

при тях се наблюдава висока степен на унаследяване и се предполага генетична 

компонента, играеща роля в изявата им (119,122,151,152,157,214-219). Честотата на 

откриваемост на патогенни CNVs варира от около 8 до 25% при различните изследвани 

кохорти, но това основно зависи от избраните критерии за селекция, избора на 

микрочипова платформа, прилагането на други методи за изключване на различен тип 

мутации, както и разликата в интерпретацията на резултатите. Ето защо, за съпоставителен 

анализ, както и от клинична гледна точка, е от изключителна важност да бъдат установени 

универсални критерии за селекция на пациентите, класификация и интерпретация на 

клинично значимите варианти в генома.  

Най-общо, адаптирането на микрочиповите технологии за анализ на промени в броя 

копия в ДНК в научно-изследователските и диагностични лаборатории има голямо 

влияние върху развитието на медицинската генетика, позволявайки както повишаване 

яснотата на генотип-фенотипните корелации при известни заболявания, така и в 

идентифицирането на нови синдроми (124,125). В допълнение, чрез микрочип - базираните 

методи е възможно да се отриват нови гени, пряко отговорни за изявата на даден синдром, 

чрез стесняване на критичния аберантен геномен район при пациенти с припокриващ се 

генотип и фенотип.  

 

   1.9.5. Секвениране от ново поколение (Next Generation Sequencing, NGS) 

 

Секвенирането от ново поколение или масивното паралелно секвениране (NGS) е 

технология, базирана на няколко принципа, при които се секвенират милиони ДНК 

матрици, представляващи уникална последователност от генома. Технологията NGS има 

висока възпроизводителна способност, позволяваща дълбоко секвениране на множество 

участъци от генома или целия геном. Днес технологията се използва за търсене на редки 

SNPs като причина за изява на редица генетични заболявания. Амплифицираните ДНК 

секвенции с дължина между 50-250 бдв първоначално се картират върху референтен 

геном, след което чрез специфични програми се намират статистически значимите 
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уникални варианти в генома. За разлика от секвенирането по Сангер, при което се 

получава единична ДНК последователност в рамките на една реакция, най-често 

представляваща единичен екзон на ген, тук паралелно се генерират секвенциите на 

екзоните на стотици  гени, а понякога на целия екзом или геном. NGS технологиите могат 

да се използват за секвениране на целия геном (Whole Genome Sequencing - WGS), цялата 

кодираща част от генома (Whole Exome Sequencing- WES), или таргетно секвениране на 

специфични локуси или група гени (Clinical Exome Sequencing - CES). Цялостнo-

геномните и екзомни данни обикновено имат по-малко покритите на генома (8-30 пъти), 

докато при таргетното секвениране покритието е значително по-голямо (1000 пъти или 

повече), позволяващо по-прецизна оценка на намерените варианти.  

Повечето NGS приложения целят намирането на SNVs (single nucleotide variants), но 

в последните години, с конструирането на множество биоинформатични алгоритми, стана 

възможна и детекцията на големи структурни хромозомни вариации от NGS данни 

(220,221). Информация за структурни варианти може да се екстрахира както от цялостно 

геномни и екзомни NGS данни, така и от данни, получени от таргетно новогенерационно 

секвениране. За целта се използват няколко различни подхода, всеки от които използва 

различни алгоритми за определяне, например:  

 Покритие на прочитите (read coverage method) - базира се на допускането, че 

броя прочити на определен геномен район трябва да се бъде повторен определен брой 

пъти, пропорционален на броя пъти, в които този регион се среща в изходната ДНК проба. 

Чрез този подход най-често се търсят CNVs от данни, получени чрез таргетно секвениране, 

но може да се прилага и върху цялостно-екзомни или геномни данни. Съществуват 

няколко алгоритъма, използващи този подход за определяне на CNVs (222-224).  

 Метод на прекъснатите прочити (split-read method) – базира се на принципа 

на сдвоени краища (pair-end reads), а именно всяка една секвенция, представляваща къс 

прочит от генома, в единия си край хибридизира напълно с част от референтния геном и 

служи като „котва“, а с другата съвпада неточно със последователност от изследвания 

геном, която би могла да се намира на голямо разстояние и да съдържа копиен вариант или 

BPs на структурна аберация (225). 

За детекцията на CNVs се използват различни компютърни алгоритми, базирани на 

единия от двата подхода. Никой от конструираните до този момент алгоритми обаче не е 

сподобен да определи целия спектър от структурни варианти в генома с висока 

специфичност и чувствителност. Например, методите, базирани на покритието на 

прочитите могат да определят CNVs, но резолюцията им не е адекватна при картиране на 

точките на счупване. Допълнително възникват трудности при определяне на CNVs от 

таргетен екзомен анализ поради прекъснатата природа на анализирания геном и високото 

съдържание на GC повтори. Подходът с прекъснатите прочити показва ниска 

специфичност в региони с повторени елементи (226). Съществуват комбинирани 

софтуерни продукти, способни да търсят структурни варианти и чрез двата подхода (227, 

228), но като цяло, до днешна дата е невъзможно да се използва един единствен софтуер, 

покриващ целия спектър от хромозомни структурни вариации. В този смисъл, 



35 
 

определянето на CNVs от NGS изисква внедряване и поддръжка на множество високо 

специализирани и скъпи биоинформатични софтуерни продукти, което го прави труден и 

скъп подход за рутинно използване в клинико-диагностичната практика.  
 

1.10. Критерии за оценка и класификация на откритите варианти в генома 

 

Резултатите от генетичния и геномен анализ имат огромно значение както за 

пациента в контекста на последващи решения относно подходи за неговото лечение и 

начин на живот, така и за поколението и семейството му. Оценката и интерпретацията на 

откритите варианти в неговия геном са голяма отговорност на лекаря - изследовател, който 

трябва да даде правилна генетична диагноза, да прогнозира потенциалната 

предразположеност към заболяване, да проведе генетично консултиране с цел правилно 

семейно планиране и да назначи лечение, ако е възможно такова. В повечето случаи, 

интерпретацията на генетичните резултати бива провеждана от молекулярен генетик, 

който сравнява геномното съдържание на съответния резултат с наличната литература до 

момента и прави недвусмислена и достатъчно информативна интерпретация на резултата, 

съгласувана с публикуваните данни от множество лаборатории по света. За да подпомогне 

този процес, както и с цел унифициране на критериите за интерпретация на геномни 

резултати от секвенционен и микрочипов анализ Американския Колеж по Медицинска 

Генетика (American College of Medical Genetics - ACMG) публикува професионален 

наръчник и препоръки за оценка и интерпретация на еднонуклеотидни варианти и промени 

в броя копия от ДНК (229,230).  

   1.10.1. Оценка на патогенността и класификация на откритите еднонуклеотидни 

варианти 

Предложените критерии за интерпретация и класифициране на секвенционни 

варианти се базират на информацията, получена от базите-данни, от предикционните 

програми, функционални изследвания, данни за проведен сегрегационен анализ, 

допълнителна информация в литературни източници, както и от вида на мутацията (230). 

Например, мутации със загуба на смисъл, с промяна на рамката на четене, едноекзонни 

делеции или делеции на множество екзони се считат за недвусмислено увреждащи 

белтъчната структура и функция и в този смисъл се определят като патогенни. Мутации, 

които са възникнали de novo се считат за патогенни, ако родителите са здрави и няма 

фамилна история на заболяването, както и ако фенотипа на пациента съвпада с 

заболяването, асоциирано със съответния ген, в който е намерен варианта. Например, de 

novo мутация в SCN1A гена, разположена в трансмембранните домени на Nav.1.1 белтъка, 

е намерена при пациент с ГТКП и ИД, което предполага изява на DS. Или обратно, 

пациента има фамилна история на заболяването и намерения вариант сегрегира с фенотипа 

на всички засегнати членове в семейството. Информацията, получена от функционални 

анализи са друг съществен критерий за оценка на патогенността, но изследователя трябва 

да прецени доколко експерименталната среда би могла да наподоби естествената 
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биологична такава. Например, изследването на ензимната функция директно от 

биопсирана тъкан от пациента или от моделен организъм дава по-сигурна оценка за 

патогенност, отколкото екпресията на ензима in vitro. Известно е, че определни домени от 

даден белтък са критични за изпълението на неговата функция и всички мутации с 

промяна на смисъла в него се определят като патогенни. Тези домени също така не трябва 

да съдържат бенигнени варианти. Например, missense мутации, засягащи 

порообразуващите сегменти S4, S5 и S6 с изключително важна роля във функциите на 

Nav1.1 протеина, водят до изява на тежък DS фенотип, за разлика от мутации, засягащи 

други сегменти от него и водещи до по-леки форми на епилепсия от GEFS+ спектъра 

(57,58). Или новооткрита мутация, водеща до друга АК замяна на място, където има 

установен друг патогенен вариант не е достатъчно условие за класифициране на новия 

вариант като патогенен. Това се дължи на природата на новозаменената АК и на 

възможността новата замяна да е по-консервативна в сравнение с известния missense 

вариант, както и да води до по-различна патология.  

 Наличие на откритие варианти в световните бази-данни и литературни 

източници 

С развитието на геномните технологии за цялостно геномно и екзомно секвениране 

се увеличи драстично броя на открити нови еднонуклеотидни варианти в генома на човека, 

което затруднява преценката на патогенността на всеки един от тях. През последните 

години се създадоха голям брой бази-данни, съдържащи големи масиви информация и с 

непрекъснато растящ брой варианти, открити в човешкия геном. Базирайки се на 

информацията публикува в тях, изследователя трябва да прецени и класифицира по най- 

правилен начин даден вариант. Популационните бази-данни съдържат информация за 

популационните честоти на даден вариант, получена от секвенирането на голям брой 

здрави контролни индивиди от една популация, или съвкупност от популации. Трябва да 

се има предвид, че в резултат от непълната пенетрантност и вариабилна експресивност на 

някои заболявания, те могат да съдържат и патогенни варианти от генома на привидно 

здрави индивиди, но неразвили патология. Определянето на популационната честота на 

варианта дава важна информация относно потенциалната му патогенност. Такива бази- 

данни са например: 

 Проектът 1000 генома (http://browser.1000genomes.org), съдържащa SNPs, намерени 

при геномно и таргетно секвениране с ниско или високо покритие при 26 

популации;  

 Exome Aggregation Consorcium (http://exac.broadinstitute.org/), съдържаща варианти, 

намерени при 61 486 екзома от различни популационни изследвания и проекти за 

специфични заболявания; 

 Exome Variant Server (http://evs.gs.washington.edu/EVS), съдържаща варианти, 

открити при 6 503 екзома от Европейски и Африкански произход; 

http://browser.1000genomes.org/
http://exac.broadinstitute.org/
http://evs.gs.washington.edu/EVS
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 dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp), съдържаща варианти (обикновено с размер 

< 50 бдв) докладвани от различни източници, не винаги съдържа алелни честоти, 

или информация за източника.  

Съществуват и друг вид бази-данни, съдържащи информация за еднонуклеотидни 

варианти (Single Nucleotide Variants; SNVs), открити при пациенти с различни 

заболявания, при които е направена оценка за патогенността им. Понякога вариантите са 

некоректно класифицирани, поради липса на достатъчно информация за тях. Затова, при 

оценката на даден SNV се използва съвкупността от информацията, налична както в 

различните бази-данни, така и тази, публикувана в литературните източници. Бази-данни, 

съдържащи варианти, асоциирани със заболяване са например:  

 ClinVar (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar ) - съдържа варианти с оценка на 

клиничното им значение, както и фенотипа на пациента, при който са намерени.  

 Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM; http://www.omim.org ) – съдържа 

информация за всички Менделови заболявания и над 15 000 гена, асоциирани с тях. 

Основният фокус е изследване на взаимоотношенията генотип - фенотип в 

контекста на заболявания при човека.  

 Human Gene Mutation Database (HGMD; http://www.hgmd.org ) – съдържа анотации 

на варианти, публикувани в литературни източници.  

 

 Използване на предикционни програми за оценка на патогенността на 

секвенционните варианти 

 

За допълнителна преценка на патогенността на различните типове варианти се 

използват in silico предикционни програми, повечето от които са свободно достъпни в 

интернет. Различните програми използват различни алгоритми, позволяващи предсказване 

на ефекта на дадена замяна на ниво РНК транскрипт или белтък. В този смисъл, има два 

типа категории предикционни средства – такива, които предсказват ефекта от сплайс - 

мутации върху протичането на сплайсинга на РНК и такива, предсказващи ефекта от 

missense замeни в кодиращата част от ДНК върху структурата и функцията на резултатния 

протеин. 

Ефектът на missense замените основно зависи от характеристики като 

еволюционната консервативност на АК, разположението и ролята й във функционалността 

на белтъчната структура и биохимичните последствия от замяната на АК. Определянето на 

една или повече от тези особености на замяната се използва при дизайна на повечето от 

предикционните алгоритми. Тези алгоритми се характеризират с ниска специфичност, 

което оказва ефект в повишаването на фалшиво положителните резултати. Най-широко 

разпространените програми за предсказване ефекта на missense варианти са PolyPhen2 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2), SIFT (http://sift.jcvi.org), Mutation Taster 

(http://www.mutationtaster.org ), HOPE (http://www.cmbi.ru.nl/hope).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar
http://www.omim.org/
http://www.hgmd.org/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2
http://www.mutationtaster.org/
http://www.cmbi.ru.nl/hope


38 
 

Също така, разработени са няколко софтуерни продукти за предикция протичането 

на сплайсинга, или по-точно създаването или загубата на сплайс места в екзон - 

интронните граници и/или специфични интронни cis сплайс-места (231,232). Най-общо, те 

имат висока чувствителност (90-100%) и умерено ниска специфичност (около 60-80%) в 

определянето на сплайс - абнормни позиции. Някои от сплайс - предикционните програми 

са например:  

 Human Splicing Finder (http://www.umd.be/HSF/),  

 NetGene2 Тool (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/), 

 GeneSplicer (http://www.cbcb.umd.edu/). 

Повечето от предикционните програми използват различни алгоритми за 

предикция. Следователно, по препоръки от ACMG, определянето на патогенността на 

даден секвенционен вариант трябва да бъде базирано на информация от няколко 

предикционни програми, а не използване на само една такава (230). 

Американския Колеж по Медицинска Генетика (ACMG) предлага правила за 

комбиниране на накратко описаните критерии за оценка на секвенционните варианти, като 

според наличната информация те могат да се класифицират в няколко основни групи: 

патогенни, вероятно патогенни, бенигнени, вероятно бенигени и варианти с неясно 

значение (230). 

 Патогенни варианти - към тази категория спадат така наречените нулеви варианти: 

мутации с прекъсване на рамката на четене, изместване на рамката на четене, засягане 

на консенсусно сплайс-място, едно- или няколкоекзонни делеции, причиняващи 

недвусмислено загуба на функция на генния продукт. Допълнителен критериий за 

причисляване към тази категория е de novo възникването на варианта при липса на 

фамилна история или косегрегацията му в семейство с няколко засегнати членове с 

подобен фенотип. Вариантът трябва да липсва в популационните бази-данни или 

трябва да присъства в повече болни индивиди със сходен фенотип. Също така, трябва 

да съществуват добре установени in vitro и in vivo изследвания, доказващи патогенния 

му ефект върху гена и неговия продукт. Множеството предикционни програми го 

определят като увреждащ белтъчната структура или нормалния сплайсинг. Мутациите 

с промяна на смисъла се считат за патогенни, ако водят до замяна на същата АК, както 

вече доказан патогенен вариант в същата позиция, но заменения нуклеотид е различен 

(например валин –> левцин в резултат както на G>C замяна, така и G>T в същия 

кодон). Допълнително, missense вариантът трябва да се открива в район/ген, при който 

мутации с промяна на смисъла са характерна причина за развитие на съответното 

заболяване.  

 Бенигнени варианти - алелните им честоти са високи (>5%) в популационните бази- 

данни (1000 генома, ExAc и други), наблюдава се липса на сегрегация при засегнатите 

членове на семейството, съществуват публикации за извършен функционален анализ, 

http://www.umd.be/HSF/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/
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в резултат от който не се наблюдава in vitro и in vivo ефект върху белтъка. 

Допълнително, повечето от предикционните програми определят варианта като 

неутрален върху белтъчната функция, или нормалния сплайсинг. Към тази категория 

спадат синонимните варианти с бенигнен ефект.  

 Вероятно патогенни и вероятно непатогенни варианти - тези две групи категории 

са най-широкообхватни и включват SNVs, за които няма достатъчно събрана 

информация до момента с цел недвусмислено определяне на тяхната патогенност. 

Тези две категории включват най-често новоткрити варианти с недоказан ефект, които 

на по-късен етап биха могли да се класифицират като патогенни или бенигнени. За да 

бъде причислен към една от двете групи даден вариант, по препоръки трябва да 

покрива поне 90% от критериите за класификация в една от основните две групи 

(патогенни или бенигнени), но до този момент за него да липсва достатъчно 

информация за патогенния му ефект, и/или наличната информация в базите–данни и 

литературни източници е противоречива. В един бъдещ момент от време е възможно 

да бъде натрупана достатъчно статистическа информация и данни от експериментaлни 

изследвания за конкретния вариант и неговата патогенност да бъде преоценена.  

   1.10.2. Критерии за оценка и класификация на вариациите в броя копия  

Съгласно препоръките на ACMG (229), микрочиповете трябва да са с такъв дизайн, 

че да осигуряват минимално покритие на целия геном с резолюция не по-малка от 400 Kb с 

по-високо обогатяване с олиго-проби в таргетните райони, съдържащи клинично–значими 

гени (такива с дозова чувствителност и субтеломерни райони, асоциирани с ИД, 

изоставане в развитието, аутизъм и вродени аномалии). Препоръките за интерпретация на 

резултатите са представени в таблица 1. За осъществяването й изследователя трябва да има 

предвид няколко основни характеристики на дадено CNV. Според препоръките на ACMG, 

корелации относно размера и значението на CNVs не бива да се правят, тъй като 

съществуват много големи хромозомни аберации, които са непатогенни по природа, както 

и много малки такива, които са клинично значими (233-236). Всяка лаборатория сама 

решава какъв ще е минималния, вземан под внимание размер на даден CNV, базирайки се 

на резолюцията на микрочиповата платформа, която използва и броя пациенти, който 

изследва. Друга важна характеристика, е съдържанието на гени в абериралия район, дали 

те са дозово - чувствителни и асоциирани със заболяване, или районът съдържа предимно 

псевдогени и повторени елементи. 

Оценката на откритите CNVs се слага на база сравнение за наличието им в здрави 

контролни индивиди или в болни пациенти със сходен фенотип, публикувани в 

литературните източници и/или в различни бази-данни (OMIM, GeneReviews, DGV, 

DECIPHER, ClinVar, литературни източници и други). 
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Таблица 1. Препоръки за оценка на клиничното значение на CNV. Според критериите CNV се определят 

като патогенни, бенигнени или с неясно клинично значение. Адаптирана от Miller et al., 2010 (207). 

Основни критерии Патогенни Бенигнени 

Унаследяване Идентичен CNV при здрав родител  X
1
 

Променен размер (най-често уголемен) на CNV, 

унаследена от родител 

X  

Идентичен CNV при болен родител X  

CNV присъства 

в базите-данни и 

литературата 

Докладван е в множество публикации или бази - 

данни като бенигнен вариант, срещащ се при здрави 

контроли 

 X 

Припокрива се с аберации от същия тип, размер и 

локализация, публикувани в бази данни припациенти 

с подобен фенотип 

X  

Припокрива се с добре описан 

микроделеционен/дупликационен синдром 

X  

Генно 

съдържание 

CNV съдържа OMIM болестотворни гени X
2
  

CNV е богат на гени X  

CNV е беден на гени  X 

Второстепенни критерии
3
   

Тип CNV Хетерозиготна/хомозиготна делеция X  

Дупликация, съдържаща гени с неизвестна дозова 

чувствителност 

 X 

CNV представлява амплификация X  

Лишен е от известни регулаторни елементи с 

клинично значение 

 X 

 

Бележки: 
1
с някои изключения ;

 2
CNV трябва да води води до същия фенотип, какъвто е докладван като 

асоцииран със заболяване; 
3
наблюдавани са изключения за всеки един от критериите. 

 

Най-общо, дадена аберация се счита за патогенна ако преди е описана при пациенти 

със сходен фенотип, възникнала е de novo, съдържа дозово-чувствителни гени и 

разположението й е в район, свързан с известен микроделеционен/дупликационен 

синдром. В контекста на вида аберация, делециите са по-болестотворни, тъй като повечето 

гени показват дозова чувствителност. Въпреки това, някои гени са доза-зависими и в 

повече от две копия (дупликация или амплификация), тъй като натрупването на техния 

белтъчен продукт е цитотоксичен, или е възможно дупликацията да прекъсне рамката на 

четене и в крайна сметка да доведе до синтезата на аберантен продукт. 

Дори и с тези препоръки правилна оценка не винаги е възможна, защото в някои 

случаи съществуват изключения. Например, много патогенни CNVs са редки, 

нерекурентни явления, което може да означава, че липсва достатъчно информация за тях в 

литературата, което затруднява оценката им. Също така, редките унаследени CNVs 

представляват предизвикателство пред изследователя, тъй като биха могли да се 

унаследяват от здрав родител, т.е. да се наблюдава непълна пенетрантност и вариабилна 

експресивност, но да са от важно клинично значение за съответния индивид със 

специфичен генетичен фон (например CNVs в райони 15q11.2, 15q13.3, 16p11.2, 22q11.21 и 

други). Друг пример е присъствието на втора мутация, недетектируема с микрочиповата 

технология, при което аберацията има допринасящ ефект върху фенотипа, но сама по себе 

си не е достатъчна за неговата изява (169). Допълнително, CNVs в некодиращите райони, 
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които са били считани за непатогенни, поради по-малко очевидния и трудно - проследим 

патомеханизъм, който предизвикват, могат да продуцират болестен фенотип чрез засягане 

регулацията на един или няколко гена, отстоящи на хиляди бази разстояние от тях (179).  

Подобно на класификацията на секвенционните варианти, съгласно препоръките на 

ACMG, вариациите в броя копия трябва да се класифицират в три основни категории: 

патогенни, бенигнени и варианти с неясна клинична значимост.  

 Патогенни варианти - Това са такива CNVs, при които дуплицираният/делетиран 

район и/или съдържащите се в него гени трябва недвусмислено да са асоциирани с 

търсения от изследователя болестен фенотип. Например, в нашето проучване това са 

райони/гени, геномни пренареждания, които са асоциирани пряко с ЕЕ, ИД, вродени 

аномалии и/или аутизъм. Патогенността им трябва да бъде подкрепена ясно от 

достатъчно сигурни данни в литературата, касаещи пациенти с подобен фенотип, 

които носят същата аберация с подобен размер и локализация, дори и да е известно, че 

в съответния район съществува непълна пенетрантност и вариабилна експресивност. 

Също така за съответния CNV трябва съществуват публикувани резултати от 

сегрегационен анализ, функционални тестове в моделни организми и клетъчни 

култури, както и данни за липса на варианта в здрави контролни индивиди. Тази 

категория включва копийни варианти, чийто размер е по-голям и не съответства точно 

на този, публикуван в литературата, но който покрива минимален интервал с ясно 

определена клинична значимост. 

 Бенигнени (непатогенни) варианти - Тази категория включва копийните варианти, 

които се срещат с висока честота в общата популация. За да бъдат класифицирани като 

полиморфизми, те трябва да са описани при >1% от нея. Докладвани са в множество 

прочувания и се срещат в здрави контролни индивиди в базите-данни (например 

Database of Genoomic Variants- DGV). Примери за бенигнени CNVs са тези, които 

засягат гените, кодиращи слюнчената амилаза (хромозомен район 1p21.1), 

обонятелните рецептори (разположени в различни хромозомни райони на всички 

хромозоми) или имуноглобулините (хромозоми 14 и 22) и други. Тяхната мутационна 

честота е висока и с положителен ефект от гледна точка на еволюцията. 

 Варианти с неясно клинично значение (Uknown Clinical Significance - UCS) - В 

зависимост от наличната информация за тях до момента, UCS се подразделят на: 

 Вероятно патогенни UCS – описани са при единични пациенти с подробно - 

описан фенотип, с добре дефинирани BP са и съдържат гени, които биха имали роля в 

неговата изява. 

 Вероятно бенигнени UCS – CNV, несъдържащ гени в интервала си, но 

надхвърля размера, определен като критичен от съответната лаборатория. 

Допълнително, би могъл да е описан е при малък брой здрави контролни индивиди в 

наличните бази-данни, но не представлява чест полиморфизъм. 

 Некласифицируеми UCS – например, CNV съдържа гени, но няма никаква 

информация за това дали са дозово - чувствителни. Копийният вариант е описан в 
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много противоречащи си публикации и бази-данни и сигурни заключения за неговата 

патогенност все още няма.  

Вариантите, включени в тази категория биха могли да бъдат преоценени в един по-

късен етап и да бъдат включени към някоя от останалите категории. Практическото 

приложение на тази стратегия бива демонстрирано, като една и съща кохорта пациенти 

бива реанализирана (първо през 2010 и отново през 2012) и получените резултати показват 

статистически значима разлика в интерпретацията на резултатите (237). Процентът на 

CNVs, класифицирани като вероятно патогенни се повишава от 19% през 2010 на 31% през 

2012 година. Причините за тази разлика са натрупаната нова информация, касаеща тяхната 

патогенност в литературните данни, детекцията на нови кандидат -гени, разположени в 

съответния район, както и рекартирането на референтната секвенция на човешкия геном 

(237).  
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2. Цел и задачи 

2.1. Цел 

Целта на настоящото проучване е да се открият генетичните причини за изява на 

различни електро-клинични синдроми при пациенти с идиопатична (генетична) епилепсия, 

както и при синдромни състояния, включващи епилептични пристъпи в комбинация с 

интелектуален дефицит с или без вродени аномалии, и да се определят оптималните 

молекулярно-генетични и геномни методи и системен ход на изследване. 

2.2. Задачи  

 Подбор на пациенти за генетична и геномна диагностика на идиопатична 

(генетична) епилепсия, интелектуален дефицит и други вродени аномалии. 

 Събиране на биологичен материал от пациенти и родственици и обогатяване на 

ДНК банката в ЦММ. 

 Секвенционен и MLPA анализ на ген SCN1A, при пациенти със съмнение за 

генерализирана епилепсия с фебрилни гърчове +, миоклонично–астатична 

епилепсия или синдром на Драве.  

 Секвенционен и MLPA анализ на ген SLC2A1, при пациенти със съмнение за детска 

абсансна епилепсия или синдром на дефицит на глюкозния транспортер GLUT1. 

 Секвенционен и MLPA анализ на ген KCNQ2, при пациенти със съмнение за 

бенигнени фамилни неонатални и неонатално-инфантилни конвулсии или 

неонатална епилептична енцефалопатия.  

 Приложение на сравнителна геномна хибридизация за диагностика на пациенти със 

съмнение за синдромно състояние, включващо епилепсията в комбинация с 

интелектуален дефицит, невропсихични проблеми и вродени аномалии.  

 Верифициране на получените резултати от сравнителната геномна хибридизация с 

метода на количествен PCR  в реално време (qPCR).  

 Изграждане на диагностичен системен ход като алгоритъм от различни подходи за 

адекватен молекулярно-генетичен анализ при различни форми на епилепсия в 

зависимост от първоначалната насочваща диагноза. 
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3. Материали и методи 

3.1. Клиничен материал 

 

В рамките настоящото проучване бяха изследвани общо 208 пациенти (90 момичета 

и 118 момчета) на възраст от 0 до 28 години. 98 пациенти са с данни за фамилна история за 

епилепсия, а 110 са спорадични случаи. В таблица 2 са показани насочващите диагнози 

при изследваните групи пациенти. 

 

Таблица 2. Насочващи диагнози на пациентите 

Насочваща диагноза Брой пациенти (n=208) 

FS+/GEFS+ 72 

Dravet синдром (DS) 10 

Миоклонично - астатична епилепсия (MAE) 10 

Детска абсансна епилепсия (CAE) 7 

Бенигнени фамилни неонатални конвулсии 

(BFNC) 
13 

Неонатална епилептична енцефалопатия 7 

(ЕЕЕI7) 
2 

Синдром на GLUT1 дефицит 14 

Неизяснена или генетична (идиопатична) 

генерализирана епилепсия (ГГЕ) 
41 

Генерализирана епилепсия в комбинация с 

интелектуален дефицит, разстройства в 

поведението, дисморфизми, мозъчни 

аномалии и други синдромни черти 

39  

 

 

Пациентите бяха насочени към Центъра по Молекулна Медицина (ЦММ) от 

водещи лекари - невролози от следните клинични звена: 

 Клиника по Детска Неврология, Университетска Болница по неврология и 

Психиатрия „Св. Наум“, МУ-София, с главен насочващ лекар проф. д-р В. 

Божинова; 

 Клиника по неврология, Университетска болница „Александровска”, МУ-София, с 

главен насочващ лекар проф. д-р И. Търнев; 

 Детска неврологична клиника СБАЛДБ „Проф.Иван Митев”, МУ-София, с главен 

насочващ лекар проф. д-р И. Литвиненко; 

 Клиника по педиатрия и генетични болести, УМБАЛ „Свети Георги”, Пловдив, с 

насочващи лекари проф. д-р И. Иванов и доц. д-р И. Пачева; 

 Педиатрична клиника, Болница „Токуда”, София, България, с насочващ д-р Д. 

Христова; 

 Болница по Педиатрия, Диагностично-консултативен център”Александровска”, 

МУ-София, с насочващ лекар проф. д-р Е.Симеонов. 
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По-голямата част от изследванията бяха осъществени по проект Грант ДТК/67/2009 

„Съвременни подходи за разкриване генетичните основи на епилепсията'', финансиран от 

Фонд Научни Изследвания, Министертво на образованието и науката. Потвърдителният 

анализ чрез количествен PCR в реално време беше проведен в рамките на проекти № 

МУ359/2015, “Потвърждаване и сегрегационен анализ на потенциално патогенни 

хромозомни микроаберации при пациенти с епилепсия и умствено изоставане, открити 

чрез метода на сравнителната геномна хибридизация” и № МУ444/2016 “Количествен PCR 

в реално време на хромозомни микроаберации, открити при пациенти с комплексни 

епилептични синдроми чрез микрочипова технология”. 

3.2. Биологични проби 

 

От всеки пациент и неговите родители (където е възможно), след предварително 

подписване на информирано съгласие от родителите и попълване на въпросник от  

насочващия лекар (Приложение 1, 2 и 3), бе взета венозна кръв чрез затворена вакутейнер 

система при спазване на стандартните процедури за стерилност. За изолирането на ДНК 

кръвта бе събрана във вакутейнери с EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetic Acid) (10 мл). 

След изолирането, ДНК от пациентите и техните семейства бяха съхранени в елуиращ  

буфер при -80ºС в сектор БиоБанка на ЦММ, при стриктно спазване на изискванията за 

конфиденциалност. 

3.3. Преданалитична обработка на пробите 

 

   3.3.1. Изолиране на ДНК чрез полуавтоматична система CHEMAGEN® Magnetic 

Separation Station (Pеrkin Elmer) 

 

Изолирането на ДНК от кръвни лимфоцити с Chemagen полуавтоматичната 

сепарираща система е базирано на използването на магнитни частици в присъствието на 

електромагнитно поле (Фигура 8). Магнитните частици се състоят от матрица от 

поливинилов алкохол, който в последствие се карбоксилира, за да може лесно да свързва 

лиганди като белтъци и нуклеинови киселини, съдържащи амино - групи. Високото 

съдържание на магнетит в частицата, съединение на желязото (Fe3O4), позволява 

разделянето на свързаната молекула – лиганд от разтвора на магнитен принцип.    

Основни компоненти на системата Chemagic Magnetic Separation Module I 

(Chemagen) подвижен модул и магнитна глава (Фигура 8). Върху подвижният модул се 

поставят: контейнер с чисти накрайници, епруветки с проби и епруветки с поредица от 

буфери. Магнитната глава носи метални накрайници (родове), които имат способността да 

се намагнетизират. За изолиране на ДНК се използва специален набор от реактиви, който 

включва различни буфери, както и магнитни частици (M–PVA Magnetic Beads). 
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Фигура 8. Chemagen® magnetic separation station (PеrkinElmer) система за изолиране на ДНК. 

 

 

Техниката за изолиране на ДНК се провежда в следните етапи:  

 Получаване на клетъчно-ядрен лизат и разграждане на белтъците и РНК. В 50 

ml конични епруветки се излива между 7 и 10 ml кръв и се добавя 9 ml лизис буфер 

и 50 μl протеиназа. 

 Свързване на ДНК с магнитните частици. Към получения лизат се добавят 25 ml 

свързващ буфер и 800µl до 1ml (в зависимост от количеството кръв) поливинилов 

алкохол с магнитни частици (M-PVA Magnetic Beads (Pеrkin Elmer).  

 Активиране на магнитното поле и миене на ДНК пробите. В присъствието на 

активно електромагнитно поле частиците заедно с ДНК се привличат към 

металните родове на магнитната глава. Така захванати за металните накрайници, 

пробите биват пренесени в миещ буфер. Следва деактивиране на 

електромагнитното поле и ротация на накрайниците с цел максимално 

хомогенизиране на пробите, ново спиране на ротацията, активиране на магнитното 

поле и прехвърляне на пробите в следващия миещ буфер. Активирането на 

магнитното поле и миенето се повтаря общо пет пъти в различни по състав миещи 

буфери (с номера от 3 до 6). 

 Елуиране на ДНК. Елуиращият буфер деактивира взаимодействието между 

магнитните частици и ДНК. Елуиращият буфер съдържа 10 mM TRIS–НСI с 

рН=8.0, аналогичен на ТЕ буфер. Вместо елуиращ буфер може да се използва и 

dН2О, но крайния добив ще бъде по-нисък. 
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   3.3.2. Проверка на качеството на ДНК  

 

      3.3.2.1. Агарозна електрофореза 

   

Качеството на получената високомолекулна ДНК беше определено посредством 

агарозна гел електрофореза върху 0.8 % агарозен гел и 1Х ТВЕ (TRIS - боратен буфер). 

Чрез електрофорезата се определя цeлостта на геномната ДНК и полуколичествено 

нейната концентрация, като се използват и молекулни маркери. Визуализацията на 

фрагментите е осъществена посредством използване на етидиев бромид с концентрация 

0.05 μl/ml. Необходимите реактиви за извършване  на агарозна гел електрофореза са 

представени в таблица 6.  

 

      3.3.2.2. Спектрофотометрично определяне на количеството и качеството на ДНК с 

помощта на NanoDrop (Thermo Scientific) 

 

Методът се основава на специфичното поглъщане на светлина с дължина на 

вълната λ= 260 nm от пуриновите и пиримидиновите бази на ДНК и РНК. Абсорбцията 

при λ= 280 nm дава концентрацията на белтъците. Чистите ДНК проби имат А260/280 

съотношение приблизително 1.8, като стойности под 1.6 показват наличието на примеси от 

белтъци, а над 2 - примеси от РНК. Съотношението А260/А230 дава представа за 

съдържанието на други контаминиращи вещества, които абсорбират при λ230 или λ260. 

Чистите проби имат съотношение на А260/А230 в обхвата 2 - 2.2. Вещества, които 

поглъщат при λ230 са EDTA, въглехидратите и други. При контаминация с тях, 

съотношението А260/А230 е понижено. 

 

3.4. Аналитична обработка на биологичния материал 

 

   3.4.1. Намножаване на фрагменти ДНК чрез полимеразна верижна реакция 

(Polymerase Chain Reaction, PCR) 

 

Полимеразната верижната реакция е метод, разработен от Kary Mullis през 1985 

година. Представлява in vitro ензимно намножаване (амплифициране) на определени 

нуклеотидни последователности в 5'→ 3' посока. ДНК фрагментът, който ще се намножава 

е ограничен в двата си края от къси нуклеотиди – праймери, комплементарни на 3' 

краищата на ДНК матрицата. 

Полимеразната верижна реакция започва с продължителна денатурация, имаща за 

цел разделяне на двойноверижната ДНК. Амплифицирането на интересуващия ни участък 

се осъществява чрез многократното повтаряне на три стъпки: 
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 Денатурация (denaturation) – термична денатурация, при температура между 90 - 

97°С за пълно разделяне на двойноверижната ДНК на едноверижни ДНК матрици, 

необходими за процеса на амплификация. 

 Хибридизация (annealing) – хибридизация между праймерите и комплементарните 

едноверижни участъци от матричната ДНК. Температурата на хибридизацията е 

строго специфична и се изчислява в зависимост от базовия състав и дължината на 

праймерите по следната формула:  

 

t
0
Cannealing = A+T x2+ G+C x4 

 

 Елонгация (elongation) – изграждане (синтез) на нова верига, комплементарна на 

матричната ДНК в посока 5'→3'. Температурата на този етап се определя от 

особеностите на ДНК полимеразата и най-често е около 72°C.  

 Крайна елонгация - PCR реакцията завършва с крайна елонгация с цел да се 

осигури цялостно изграждане на някои частично синтезирани ДНК               

фрагменти. 

 

За всяка PCR реакция са необходими: 

- Едноверижна матрична ДНК, получена след топлинна денатурация на геномна ДНК;  

- Термостабилна Taq полимераза - за първи път е изолирана от бактерията Thermus 

aquaticus и осъществява процеса на намножаване на определена ДНК 

последователност. Оптималната температура за синтез на Taq полимеразата е 72°C, а 

необходимата концентрация на ензима за амплификационната реакция е 1 до 5U.  

- Праймери - синтетични олигонуклеотиди с дължина около 18-24 бдв, комплементарни 

на ограничаващите намножаваната последователност участъци. Оптималната 

концентрация на праймерите в амплификационната реакция е 0.1–1.0 μМ. Праймерите, 

необходими за амплифициране на всеки един от екзоните на SCN1A, KCNQ2 и SLC2A1 

гените, както и техните температури на хибридизация (annealing) са представени в 

Приложение 4, 5 и 6.  

- Дезоксирибонуклеотиди (dNTPs) – dGTP, dATP, dTTP, dCTP, задължително условие е 

четирите dNTPs да присъстват в еквимоларни количества в реакционната смес, като 

оптималната концентрация е между 20 и 200 μM за всеки нуклеотид. 

- 10х реакционен буфер -  осигурява рН на средата от 8.3 до 9.0 и необходимите йони за 

работа на полимеразата. Съдържа 10-50 mM Tris- HCl с pH 8.3 – 9.0; до 50 mM KCl, в 

някои случаи може съдържа от 0.5 до 5.0 mM MgCl2. 

- Диметилсулфоксид (DMSO) - органично серно съединение, използващо се за 

подпомагане на денатурацията на ДНК. Фрагменти, съдържащи голямо количество GC 

(гуанин и цитозин) нуклеотиди, формират вторични структури в ДНК и по този начин 

нарушават правилното разделяне на двете ДНК вериги по време на денатурация и 

пречат на последващата хибридизация на праймерите. DMSO се свързва с цитозина и 
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по този начин дестабилизира двойноверижната структура на ДНК, което впоследствие 

води до увеличаване на добива от PCR продукта. DMSO беше използвано за 

амплификация на екзони 1 и 16 от KCNQ2 гена и екзони 1 и 5-6 от SLC2A1 гена 

(Таблица 3).  

 

Използваните при PCR реакцията реактиви и условия са представени в таблици 3 и 

4. Амплификацията на екзони 5, 6, 7 и 8 от SLC2A1 гена се извършва заедно в общ PCR 

фрагмент и поради по-голямата му дължина се използват различни PCR условия, 

представени в таблица 5. Праймерите, използвани за намножаване на всички екзони от 

гените SCN1A, KCNQ2 и SLC2A1, температурите на хибридизация, както и дължината на 

ампликоните са представени в Приложения 4, 5 и 6.  

 
   Таблица 3. PCR реактиви, използвани за амплификация на екзоните от SCN1A, KCNQ2 и SLC2A1  

PCR на екзони  1 и 16 от KCNQ2 гена и 

екзони 1 и 5-6 от SLC2A1 гена 

PCR на всички останали екзони от 

SCN1A, KCNQ2 и SLC2A1 

 

PCR buffer (10x) 1 µl PCR buffer (10x) 1 µl 

dNTPs (10 nM) 0.8 µl dNTPs (10 nM) 0.8 µl 

primer F (10 pmol) 0.5 µl primer F (10 pmol) 0.5 µl 

primer R (10 pmol) 0.5 µl primer R (10 pmol) 0.5 µl 

DMSO 0.5 µl - - 

Prime Taq (5 U/µI) 0.05 µl Prime Taq (5 U/µI) 0.05 µl 

H20 4.65 µl H20 5.15 µl 

ДНК матрица 2.0 µl ДНК матрица 2.0 µl 

Краен обем 10 µl Краен обем 10 µl 
 

 

 
    Таблица 4. Условия за протичане на PCR реакцията 

Етап Температура Време Брой цикли 

Начална денатурация 95 
0
C 10 мин 1 

Денатурация 95 
0
C 30 сек  

35 Хибридизаия 55- 66
0
C* 50 сек 

Елонгация 72 
0
C 50 сек 

Крайна елонгация 72 
0
C 10 мин 1 

Съхранение 10 
0
C ∞ - 

 

* Температурата на хибридизация се определя експериментално и е различна за използваните при 

анализите праймери (Приложение 4-6) 
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 Таблица 5. Условия за протичане на PCR реакцията на екзони 5-8 от SLC2A1 гена 

Етап Температура Време Брой цикли 

Начална денатурация 95 
0
C 10 мин 1 

Денатурация 95 
0
C 40 сек  

35 Хибридизаия 63 
0
C 40 сек 

Елонгация 72 
0
C 2 мин 

Крайна елонгация 72 
0
C 10 мин 1 

Съхранение 10 
0
C ∞ - 

 

 

   3.4.2. Качествен контрол на PCR реакцията 

 

Качественият контрол се осъществява, като се залагат положителна и отрицателна 

контрола. Като положителна контрола за всяка PCR реакция се използва ДНК, при която е 

известно, че интересуващия ни участък успешно се амплифицира. Липсата на продукт в 

положителната контрола показва, че амплификационната реакция не е протекла. Като 

отрицателна контрола се залага проба с всички компоненти на реакцията, с изключение на 

матрична ДНК, която се замества с dH2O. Липсата на продукт в отрицателната контрола 

доказва, че реакционната смес не е замърсена с чужда ДНК матрица. 

 

      3.4.2.1. Хоризонтална агарозна електрофореза 

 

Качеството на PCR продуктите се оценява на 2% хоризонтална агарозна 

електрофореза. Идентифицирането на фрагментите се извършва спрямо подходящ познат 

молекулен маркер с известна концентрация. Нанесените в агарозния гел ДНК проби се 

разделят в електрично поле. При слабо алкално рН, фрагментите са заредени отрицателно 

и се придвижват към положителния полюс (анод). Електрофоретичната подвижност на 

ДНК фрагментите се влияе силно от състава и йонната сила на използвания буфер. При 

ниска концентрация на йоните, електричното напрежение е минимално и ДНК 

фрагментите се придвижват по-бавно. За анализ и разделяне на PCR продукти, най-често 

се използва TRIS - боратен буфер (1X ТВЕ). Визуализацията на фрагментите е 

осъществена посредством използване на етидиев бромид с концентрация 0.05 μl/ml и с 

помощта на UV трансилюминатор при 315 nm дължина на вълната. Резултатите се 

документират чрез фотодокументационна система. Реактивите, използвани при агарозната 

електрофореза са представени в таблица 6. 
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Таблица 6. Използвани реактиви в агарозната гел електрофореза 

  

Използвани реактиви Състав Количество dH2O 

5 х ТBE buffer (рН=8,0) 90 mM Tris HCl 

90 mM борна 

киселина 

1 mM ЕДТА 

54 g 

27.5 g 

4.76 g 

до 1000 ml 

0.8% агарозен гел Агароза 

TBE буфер 

0,8 g 

20 ml 

до 100 ml 

2% агарозен гел Aгароза 

TBE буфер 

2 g 

20 ml 

до 100 ml 

Етидиев бромид 10mg/ml  ----  1 g  до 100 ml  

Разтвор за нанасяне на 

пробите 10x 

0.25% bromphenol 

blue 

15% Ficol или 

30% глицерол 

0,25 g 

15 g 

30 g 

до 100 ml 

 

   3.4.3. Директно секвениране (Секвениране по Sanger) 

 

За директен прочит на нуклеотидната последователност на всички екзони от гените 

SCN1A, KCNQ2 и SLC2A1 беше използван метода на секвениране по Sanger. Той е 

референтен метод за директен ДНК анализ. При него определянето на нуклеотидната 

последователност на даден ДНК фрагмент става с помощта на автоматични лазерни 

секвенатори, работещи на принципа на полиакриламидната електрофореза. Методът се 

основава на свойството на дидезоксинуклеотидите (ddNTP) да прекъсват синтеза на ДНК 

на мястото на включването им. По този начин те маркират позицията на определена 

нуклеотидна база. При използването на ddNTP, комбинирано с PCR амплификация, се 

образуват голям брой фрагменти, които се анализират чрез електрофоретично разделяне 

според дължината им. Характерното за ddNTP е, че в трета позиция на рибозата липсва 

хидроксилната група, което не позволява ДНК полимеразата да синтезира ДНК. Получават 

се много различни по дължина PCR продукти, всеки завършващ с ddNTP. Получените PCR 

продукти се разделят чрез денатурираща полиакриламидна електрофореза и се 

визуализират. Разделянето от старта до мястото, на което се фиксира терминаторът с 

дадено ddNTP, определя мястото на съответния нуклеотид в ДНК секвенцията. Всеки един 

от ddNTP е маркиран с различно флуоресцентно багрило, излъчващо светлина с различна 

дължина на вълната. Директното секвениране протича в следните етапи: 

 Намножаване (амплификация) на търсения фрагмент чрез PCR- PCR реакцията се 

извършва при оптималните условия за съответните праймери. Получените PCR 

продукти се оценяват на 2% агарозен гел. За да се премине към секвениране, 

получените продукти трябва да са чисти, без неспецифични допълнителни продукти. 

 Пречистване на PCR продукта чрез ExoSap- Получените PCR продукти се 

пречистват с ExoSAP, с цел премахване на несвързани dNTPs, праймери, соли и 

неспецифични продукти, които могат да окажат влияние върху по-нататъшните 

реакции. ExoSAP е разтвор на два хидролитични ензима – бактериална екзонуклеаза I 
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и алкална фосфатаза, изолирана от скариди (Shrimp Alkaline Phosphatase – SAP), 

разтворени в буфер. Екзонуклеазата разгражда неизползваните едноверижни ДНК 

фрагменти и праймери, получени по време на PCR реакцията. Алкалната фосфатаза 

хидролизира излишъка от несвързани дезоксинуклеотиди. Пречистването с ExoSAP се 

извършва чрез смесването му в съотношение 1:6 с дейонизирана вода (0,3μl ExoSap + 

1,7μl dH2O) и директното му добавяне към PCR продукта. Използваните при 

пречистването реактиви и условия са представени на таблица 7. 

 

     Таблица 7. Условия за пречистване на PCR продуктите чрез ExoSap 

Компоненти на реакционната 

смес 

Програма за пречистване на 

PCR продуктите 

ExoSap 0,3 µl Етап Температура Време 

H2O 1,7 µl Пречистване на PCR 

продукта 

37
0
С 30 мин 

PCR продукт 3 µl Инактивиране на ензима 80
0
С 15 мин 

Краен обем 5 µl Съхранение в апарата 4
0
С ∞ 

 

 

 Секвенционна реакция- Китът за провеждане на секвенционната реакция Big Dye® 

Terminator kit v3.1, (Life Technologies), включва ДНК-полимераза, небелязани 

нуклеотиди и флуоресцентно белязани дидезоксинуклеотиди. Към 3'-края на всеки 

един от четирите дидезоксинуклеотиди – ddG, ddA, ddT, ddC е свързано различно 

флуоресцентно багрило. Използваната за секвенирането реакция съдържа Big Dye 

реакционна смес, пречистен PCR продукт и един от използваните при амплификацията 

праймери. Секвенционната реакция включва денатурация, хибридизация и елонгация. 

Използваните при секвенционната реакция реактиви са представени на таблица 8. 

 

       Таблица 8. Компоненти и условия на секвенционната реакция 

Компоненти на реакционната 

смес 

Програма на секвенционна реакция 

Seq Buffer  2 μl Етап Температура Време Брой цикли 

Big Dye v3.1  0,5/0,7 μl Начална 

денатурация  

96ºС 5 мин 1 

Праймер  0,5 μl Денатурация  96 ºС 20 сек  

30 

 
dH2O  2/ 1,8 μl Хибридизация  57 ºС 20 сек 

PCR продукт/ 

ExoSap смес  

5 μl Елонгация  60 ºС 2 мин 

Краен обем  10 μl Краен синтез  60 ºС 5 мин 1 

 Съхранение 

в апарата  

10 ºС ∞ 

 

 

 Пречистване чрез преутаяване на секвенционния продукт- Прави се с цел 

отстраняване на несвързаните нуклеотиди. В зависивост от броя проби, преутаяването 

може да се направи в епруветки или на плака. Пречистването на продукта включва два 
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етапа. Към пробите се добавят 1:1 3М натриев ацетат, 125 mM EDTA и 25 µl 95% 

етанол. Така приготвените проби се инкубират на стайна температура за 15 минути на 

тъмно и се центрофугират на 3000 rpm отново на стайна температура. След това се 

прави допълнително пречистване, като пробите се промиват със 35µl 70% етанол. 

Следва ново центрофугиране на 1650 rpm за 15 минути, след което се изсушават на 

стайна температура. Така приготвените утайки се разтварят с 15μl формамид.  

 Електрофоретично разделяне и отчитане на секвенционните реакции- 

Секвенционните реакции се обработват и отчитат след нанасяне на автоматичния 

секвенатор ABI3130xl Sequence Genetic Analyzer (Applied Biosistems). Крайният 

резултат е файл - електрофореграма, съдържащ информация за ДНК секвенцията на 

анализираната проба. 

 

   3.4.4. Мултиплексен амплификационен анализ на лигирани проби (MLPA) 

 

При пациентите, при които не открихме точкови мутации, малки делеции/ инсерции 

чрез метода на секвениране по Sanger, проведохме мултиплексен амплификационен анализ 

на лигирани проби (Multiplex Ligation Probe Amplification - MLPA) на SCN1A, KCNQ2 и 

SLC2A1 гените. MLPA анализът е полуколичествен метод за определяне на брой копия в 

до 60 ДНК последователности с един мултиплексно базиран PCR. Методиката се използва 

за откриване на вътрегенни или цялостногенни CNVs. Всяка проба от кита се състои от два 

уникални олигонуклеотида (сонди), с дължина между 64 и 500 бдв, които завършват с 

универсална последователност, необходима за последващото едновременно PCR 

амплифициране чрез една двойка праймери. Сондите са комплементарни на уникален 

участък от ДНК, който ни интересува. За MLPA анализът е характерно, че не се 

амплифицира таргетната ДНК, а сондите, хибридизирали върху нея. Двете сонди са 

подбрани така, че да хибридизират с прицелната геномна секвенция в близост една до 

друга. Веднъж свързали се с нея, те могат да бъдат последователно лигирани и 

амплифицирани чрез PCR. Само лигираните сонди ще бъдат намножени впоследствие. 

Нехибридизиралите сонди не трябва да бъдат отстранявани, тъй като те не могат да бъдат 

лигирани и намножени. Сондите съдържат и така наречените пълнещи секвенции (stuffer 

sequences), чрез които те се различават една от друга по дължина и впоследствие могат да 

бъдат разделени чрез капилярна електрофореза (Фигура 10). Праймерите за PCR са 

флуоресцентно белязани, което позволява визуализацията и количествения анализ на 

разделените фрагменти. Освен проби за съответните екзони на анализираните гени, MLPA 

китовете включват и референтни проби, съдържащи сонди за други участъци от генома, 

чрез които се определят качеството на провеждане на MLPA екперимента и качеството на 

изходната ДНК.  

Анализът на получените MLPA резултати включва сравнение на площта на 

пиковете, представляващи отделните екзони, тази на съседните референтни проби, както и 

площта на пиковете на референтни контроли, които са подложени на MLPA анализ и 

електрофоретично разделяне при еднакви условия, успоредно със съответната проба. 
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Според препоръките на производителя, за всеки експеримент е препоръчително да се 

използват най-малко 3 референтни контролни проби или на всеки 7 проби една трябва да е 

референтна контрола. Референтните контроли трябва да са разпределени на случаен 

принцип сред останалите проби и трябва да отговарят на следните условия:  

 Да не са мутантни и да са от изолирани от здрави индивиди - от същия биологичен 

материал, от който е изолирана и пробата (в случая ДНК от кръв). 

 Да бъдат с качество и количество, максимално близко до изследваните проби.  

Откритите делеции или дупликации е желателно да бъдат потвърдени с друга независима 

техника, включително други MLPA сонди за същия участък от генома, особено ако 

дефекта се отнася за една MLPA сонда. 

MLPA анализът е показан схематично на фигура 9. Той може да бъде разделен на пет 

основни етапа: ДНК денатурация и хибридизация, лигиране, PCR реакция, разделяне на 

PCR продуктите чрез капилярна електрофореза и фрагментен анализ на данните. 

 

 
Фигура 9. Схематично представяне на системния ход на MLPA анализа (mlpa.com) 

 

Анализът за търсене на големи делеции, инсерции и пренареждания в SCN1A, KCNQ2 

и SLC2A1 гените беше проведен с помощта на китове, разработени от фирмата MRC-

Holland (Amsterdam, Holland): SALSA MLPA KIT P137-B1 SCN1A, SALSA MLPA probemix 

P166-C1 KCNQ2 и SALSA MLPA probemix P138-B2 SLC2A1, следвайки инструкциите на 

производителя. Използваната ДНК трябва да бъде с високо качество и концентрация 

между 50 и 250 ng в 5 μl обем за всяка реакция.  
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Процедурата е следната: 80 ng геномна ДНК се денатурира и охлажда в 5 µl Tris-EDTA 

буфер и в последствие се инкубира със смес от проби (сонди), съдържаща по една проба, 

специфична за всеки един от екзоните на SCN1A, KCNQ2 и SLC2A1 гените и няколко 

контролни проби, съдържащи се в кита, които хибридизират с последователности извън 

гените. След протичане на хибридизацията се извършва лигиране на пробите с лигаза за 15 

мин на 65
о
С. Продуктите на лигазната реакция се амплифицират с помощта на PCR при 

използване на флуоресцентно белязани праймери. Компонентите на множествения MLPA 

PCR са представени на таблица 9. 

 

Таблица 9. Компоненти, необходими за провеждането на MLPA анализ 

Реагенти на MLPA Състав на реагентите 

SALSA Probemix Специфичен за всеки от трите гена SCN1A, 

KCNQ2 и SLC2A1 

SALSA MLPA буфер  KCl, Tris HCl, EDTA, PEG-6000, 

олигонуклеотиди  

SALSA Ligase – 65  Глицерол, EDTA, β-меркаптоетанол, KCl, Tris 

HCl, детергент, бактериална лигаза  

SALSA буфер А  NAD бактериален коензим  

SALSA буфер B  Tris HCl, MgCl2, детергенти  

SALSA PCR праймери  Олигонулкеотиди, белязани с флуоресцентно 

багрило (FAM или Cy5), dNTP, Tris HCl, KCl, 

EDTA, детергенти  

SALSA полимераза  Глицерол, детергенти, EDTA, DTT, Tris HCl, 

KCl, бактериална полимераза  
 

 

 

След протичане на PCR реакциите, 0,8 µl от всяка проба се смесват 0.2 µl 

флуоресцентно белязан стандарт (GeneScan 600 LIZ) и обемът се довежда до 11 µl с 

дейонизиран формамид. Пробите се денатурират се и се разделят на капилярна 

електрофореза с помощта на секвенатор ABI Prism 3130 xl.  

В настоящото проучване, като референтни контролни проби при MLPA анализа 

бяха използвани ДНК проби, изолирани от периферна кръв на здрави възрастни индивиди, 

без данни за епилептични пристъпи и без фамилна история епилепсия и/или или 

изоставане в умственото развитие. 

 

Използваните при MLPA анализа консумативи и условия са представени в таблица 

10. 
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Таблица 10. Използвани при MLPA анализа консумативи и условия 

Условия на MLPA анализа 

Компоненти на реакционната 

смес 

Компоненти на реакционната смес 

1 ден 1 ден 

Денатурация Етап Температура Време 

ДНК (16 ng/ μl) 5 μl Денатурация 98 ºС 5 мин 

 Съхранение в апарата 25 ºС ∞ 

Хибридизация Етап Температура Време 

SALSA Probemix 1 μl Денатурация 95 ºС 1 мин 

SALSA MLPA 

буфер 

1 μl Хибридизация 60 ºС 18 ч 

Общ обем 2 μl Съхранение в апарата 54 ºС ∞ 

2 ден 2 ден 

Лигазна реакция Етап Температура Време 

SALSA буфер А 2 μl Лигиране 54 ºС 15 мин 

SALSA буфер Б 2 μl Деактивиране на ензима 98 ºС 5 мин 

SALSA Ligase – 65 0,66 μl Съхранение в апарата 20 ºС ∞ 

dH2O 16,7 μl 
 

 Общ обем 21,36 μl 

PCR реакция PCR програма 

SALSA PCR 

праймери 
1,3 μl Етап Температура Време 

SALSA 

полимераза 
 

0,35 μl 

 
Брой 

цикли: 

35 

Денатурация 95 ºС 30 сек 

dH2O 5 μl Хибридизация 60 ºС 30 сек 

Общ обем 6,65 μl Елонгация 72 ºС 60 сек 

Краен обем 35 μl Краен синтез 72 ºС 20 мин 

  Съхранение в апарата 15 ºС ∞ 

Условия на капилярната електрофорезата 

Апарат ABI Prism 3130 xl 

Микс за електрофорезата 

компонент Количество 

PCR 0,8 μl 

Флуоресцентно 

багрило за белязане на 

праймерите 

FAM 

LIZ 0,2 μl 

HI DI 

Formamide 
9 μl 

Общ обем 11 μl 
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   3.4.5. Микрочипов анализ чрез метода на сравнителна геномна хибридизация 

(aCGH) 

 

В рамките на настоящото проучване бе проведен микрочипов анализ чрез метода на 

сравнителната геномна хибридизация (array Comparative Genomic Hybridization- aCGH) на 

група пациенти със синдромни епилепсии, непоказали точкови мутации и/или 

инсерции/делеции, включващи цели екзони в известните, свързани с различни форми на 

епилепсията гени - SCN1A, KCNQ2, SLC2A1. Целта ни беше да скринираме генома на всеки 

пациент за така наречените вариации в броя копия (CNVs) - дупликации и делеции, 

засягащи хромозомни региони, съдържащи един или множество гени. Някои от 

болестотворните микроаберации са толкова малки, че е невъзможно да бъдат детектирани 

чрез стандартните цитогенетични техники, каквито са FISH и Гимза-оцветяването на 

хромозомите. Предимството в използването на aCGH е в неговата резолюция, която 

достига до 1 Кб, което позволява детекцията на редки микрохромозомни промени, част от 

които са причина за епилепсията в комбинация с интелектуален дефицит или изоставане в 

НПР. Освен високата резолюция на микрочиповите технологии, в частност aCGH, чрез тях 

може да се осъществи скрининг на целия геном в рамките на един експеримент, което го 

прави и удобен за диагностични цели. 

Методологията на aCGH най-общо включва хибридизация на предварително 

накъсани и белязани с различни флуорохроми (Cy3 и Cy5) тестова и контролна геномна 

ДНК с предварително синтезирани и отпечатани 60-мерни олигонуклеотидни проби върху 

стъклена пластинка (микрочип). С помощта на сканираща система различните 

флуорохромни багрила се възбуждат, след което получените данни за емисионните 

спектри на двата флуорохрома се документират и анализират – Cy5 за тестовата проба на 

пациента и Cy3 -  за контролната проба. Детекцията на разликите в интензитета на светене 

на тестовата спрямо сигнала за контролната ДНК дава и промяната в броя копия на 

отделните региони/хромозоми. 

Подготовката на пробите за aCGH включва най-общо пречистване на геномната 

ДНК; рестрикция (накъсване) на тестваната и контролната ДНК посредством ензими - 

рестриктази (RsaI и AluI); белязване на накъсаните ДНК с Cy3 и Cy5 чрез използване на 

SurePrint G3 Human CGH Microarray Kit, 4x180K и SurePrint G3 Unrestricted CGH ISCA v2, 

4x180K платформи (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA); пречистване на 

белязаните ДНК чрез колонки, осигурени от производителя на кита; измерване на 

концентрацията им и качеството на белязване; смесване на тестовите и контролни ДНК и 

хибридизацията им с микрочипа; миене чрез специфични буфери на несвързаните 

фрагменти; сканиране на микрочипа чрез скенер Agilent G2565CA (Agilent Technologies); 

екстракция на данните чрез  Feature Extraction Software (Agilent Technologies); анализ на 

специфичните профили чрез CytoSure Interpret Software  (Oxford Gene Technology, UK) и 

Cytogenomics Software (Agilent Technologies). Общ изглед на принципа на aCGH 

технологията е представен на фигура 10. 
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Фигура 10. Схематично представяне на принципа на aCGH технологията. Адаптирана от Theisen, 2008 (238).   

 

 Използваните консумативи и реактиви за провеждане на aCGH са показани в 

таблица 11. 

 

Таблица 11. Използвани консумативи и реактиви за провеждане на aCGH 
 

Компоненти на кит за белязване SureTag 

Complete DNA Labeling Kit (Agilent 

Technolоgies) 

Използвани консумативи за 

прехибридизация и хибридизация 

Мъжка и женска контролна ДНК 

Олигонуклеотидни микрочипове SurePrint G3 

Human CGH Microarray Kit, 4x180K и SurePrint 

G3 Unrestricted CGH ISCA v2, 4x180K 

Ензим за рестрикция Alu I Cot-1-ДНК 

Ензим за рестрикция Rsa I 
Кит за хибридизация, включващ 2X- RPM 

буфер и 10X блокиращ агент 

Буфер за рестрикция (10X) 
Олиго 1 и 2 буфери за промиване на чипа след 

хибридизация 

Говежди серумен албумин (BSA) 
Стандартен филтриран и стерилен ТЕ буфер 

(TRIS+ EDTA) 

Exo-Klenow фрагмент 
Покривни стъкла с гумени уплътнители (gasket 

slides) 

Цианин 3-dUTP Епруветки 0.2 ml 

Цианин 5-dUTP Пластмасов микрочипов държач  

Случайни праймери (Random primers) Метална хибридизационна касета 

10X dNTP микс Колонки за пречистване 

Реакционен буфер за белязване (5X)  Вода, свободна от нуклеази 
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В настоящото проучване използвахме микрочипови платформи SurePrint G3 Human 

CGH Microarray Kit, 4x180K и SurePrint G3 Unrestricted CGH ISCA v2, 4x180K с 

възможност за едновременнно изследване на 4 пациента и 4 контроли, и резолюция от 

180Kb = 180,880 броя 60-мерни олигонуклеотидни проби, имобилизирани върху 

микрочипа. Средната гъстота на пробите за платформа SurePrint G3 Human CGH 

Microarray Kit, 4x180K е 13 Кб с по-висока резолюция от 11 Кб в областите с RefSeq гени 

(Reference Sequence Database; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/). Средната гъстота на 

пробите за платформа SurePrint G3 Unrestricted CGH ISCA v2, 4x180K е 25 Кб с по-висока 

резолюция в ISCA регионите (ISCA: International Standards for Cytogenomic Arrays; 

https://www.iscaconsortium.org/). Техниката на микрочиповия анализ включва следните 

етапи (фигура 10): 

 

 Пречистване на ДНК: чистотата на ДНК е важен фактор за правилното протичане на 

микрочиповия анализ. За премахване на излишни белтъци и други компоненти, 

съдържащи се в буферите за изолиране се прилага пречистване чрез колонки на QIAamp 

DNA Blood Mini Kit (QIAGEN) и последваща стандартна преципитация чрез етанол и 

натриев ацетат (NaAc). 

 Накъсване на тестова и контролна ДНК чрез рестрикция: Ензимното накъсване на 

геномната ДНК се прави с цел формиране на по-малки фрагменти, които впоследствие 

ще са с подходяща дължина за правилно провеждане на процеса на белязване. 

Накъсването се извършва чрез ензими - рестриктази AluI и RsaI, изолирани от бактерии 

и разпознаващи специфични последователности от ДНК молекулата, срещащи се на 

множество места по нейната дължина. Те се свързват със специфичната си 

последователност и катализират двойноверижното скъсване на ДНК, като в резултат на 

този процес се получават множество фрагменти с по-малка дължина. За процеса на 

рестрикция изходното количество на тестова и контролна ДНК е между 500 ng и 1000 

ng в обем от 20,2 µl. Той се извършва в PCR апарат, като компонентите и условията за 

провеждане на рестрикцията са показани на таблица 12. 

 

Таблица 12. Компоненти и условия за провеждане на рестрикционната реакция  

Компоненти на реакционната смес Програма на рестрикционната реакция 

H20, свободна от нуклеази 2 µl Етап Температура Време 

Буфер за рестрикция 

(10X) 
2,6 µl Рестрикция 37 

о
C 2 часа 

Говежди серумен албумин 

(BSA) 
0.2 µl 

Инактивиране на 

ензимите 
65 

о
C 20 мин 

Alu I ензим 0,5 µl Съхранение в апарата 4 
о
C ∞ 

Rsa I ензим 0,5 µl Така накъсаната ДНК може да се съхранява на  

-20
 о

C до един месец.   

 

ДНК 20,2 µl 

Краен обем 26 µl 
 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/
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 Белязване на тестовата и контролна ДНК: Белязването на ДНК се осъществява на 

принципа на ник (nick) транслацията. Процесът се извършва чрез бактериална ДНК 

полимераза, наречена Exo-Klenow фрагмент и случайни праймери (random primers). 

Random праймерите хибридизират с всички възможни последователности от ДНК, като 

така би могла да се бележи всяка ДНК. Чрез добавянето им към реакцията, Exo-Klenow 

фрагмент, чрез 5‘-3‘ полимеразната си активност има свойството да добавя единични 

нуклеотиди към 3‘- хидроксилния край на праймера, които впоследствие се свързват с 

флуоресцентните багрила – цианини, излъчващи в различен спектър на дължината на 

вълната.  Cy5 излъчва в червения спектър при λ= 650 nm, като с него се бележи 

тестовата ДНК от пациента. Cy3 излъчва в зеления спектър при λ= 550 nm и с него се 

бележи контролната ДНК. Преди пристъпване към белязването към накъсаните 

фрагменти от тестова и контролна ДНК се добавят по 5 µl случайни праймери и се 

денатурират за 5 мин на 98 
о
C с цел да се освободи едноверижна ДНК матрица за 

свързване с праймерите.  

Процесът на белязване се извършва отново на PCR апарат, като необходимите реактиви 

и условия за флуоресцентно белязване са показани в таблица 13. 

 

    Таблица 13. Компоненти и условия за провеждане на реакцията на рестрикция 

Компоненти на реакционната 

смес 
Програма на рестрикционната реакция 

  Етап Температура Време 

Реакционен буфер 

за белязване (5X)  
10.0 µl Белязване 37 

о
C 2 часа 

10X dNTP микс 5 µl 
Инактивиране 

на ензима 
65 

о
C 10 мин 

Cy5dUTP/Cy3dUTP  3 µl 
Съхранение в 

апарата 
4 

о
C ∞ 

Exo- Klenow ензим 1 µl 

Забележка: приготвят се две реакционни смеси: една, 

съдържаща Cy5 за белязване на тестова ДНК и друга, 

съдържаща Cy3  за белязване на контролна ДНК. 

Количествата на компонентите в двете смеси са еднакви. 

Рестрикционна 

реакция+ random 

праймери 

31 µl 

Краен обем 50 µl 
 

 

Така белязаната ДНК може да се съхранява на -20
 о
C до един месец.   

 

 Пречистване след белязването: Следва пречистване с колонки с нитроцелулозен 

филтър, предоставени от фирмата производител.  

- Към всяка проба се добавят 430 µl ТЕ буфер до достигане на обем 480 µl 

- Накапва се в колонката, поставена в 2 ml епруветка и се центрофугира 10 мин на 

14000xG 
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- Филтруваната течност се отлива и процедурата се повтаря с добавяне на нови 480 µl 

ТЕ буфер и центрофугиране за 10 мин на 14000xG 

- Филтруваната течност се изхвърля заедно с епруветката, а колонката се поставя в нова 

2 ml епруветка обърната на 180
о
. Центрофугира се на 1000xG за една минута и 

белязаната ДНК се утаява на дъното на епруветката.  

- Така пречистената ДНК се поставя за 5 мин на лед, след което се размесва чрез 

отпипетиране 10-15 пъти. 

 

 Измерване на качеството на белязване на пробите: Степента на инкорпорация на 

багрилото в тестова и контролна ДНК се определя спектрофотометрично (Nanodrop 

2000) чрез измерване на специфичната активност на белязване. Тя се изчислява по 

следната формула: 

Специфична активност (SA)[pmol/ µg] = концентрация на багрилото [pmol/µl] / 

концентрация на ДНК от пробата [µg/µl] 

 

Специфичният добив от белязана ДНК се определя по формулата:  

 

Добив [µg] = Концентрация на ДНК [ng/ µl] X Обем на пробата [µl]/1000 ng/ µg 

 

Белязването се приема за успешно ако SA и добива от белязана ДНК е в рамките на 

стойностите, показани на таблица 14. 

 

         Таблица 14. Очаквани добив и специфична активност след белязване и пречистване 

Количество ДНК [ng]             Добив [µg] 
Специфична активност на 

белязване на Cy5/Cy3 [pmol/µg] 

500 8 до 13 20 до 60 

1000 9 до 14 20 до 60 
 

 

 Подготовка на пробите за хибридизация - прехибридизационен етап: Досега 

тестовата и контролната ДНК са обработени в отделни реакции. След проверка на 

качеството на белязване, следва комбинирането на тестова и контролна ДНК в една 

епруветка, като се съблюдава те да са със съизмерима SA и еднакъв пол. Следва 

подготовка на хибридизационната смес, като преди процеса на хибридизация е 

необходимо да се инактивират повторените последователности в генома, тъй като те 

биха дали допълнителен шум по време на сканирането и екстракцията на информация 

от микрочипа. За тази цел се използва човешка Cot-1 ДНК и блокиращ агент. 

Реактивите за една реакция и условията за извършване на този етап са показани в 

таблица 15. За стъпката на прехибридизация 71 µl от приготвената смес се накапва в 

епруветката със комбинирани тестова и контролна ДНК, като очаквания краен обем е 

110 µl. 
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Таблица 15. Реактиви и условия за прехибридизационния етап 

Компоненти на реакционната смес Програма на рестрикционната реакция 

  Етап Температура Време 

Cot-1-ДНК 5 µl Денатурация 98 
о
C 3 мин 

10X aCGH блокиращ 

агент 
11 µl 

Хибридизация с 

повторените 

последователности  

37 
о
C 30 мин 

2× HI-RPM 

Хибридизационен 

буфер 

55 µl 

Забележка: Важно е след вадене от PCR апарата  да не се 

позволи на пробата да изстине и да е близко до 37 
о
C. 

Затова веднага след приключване на програмата пробите се 

накапват върху чипа. Задължително се работи в атмосферна 

среда без озон на тъмно, заради чуствителността на 

багрилата към светлина и високи количества на озон в 

атмосферата. 

Общ обем 71 µl 

 

 

 Хибридизация: Следва накапване на 100 µl от всяка проба върху предметното стъкло 

с гумен уплътнител, като се избягва образуването на мехури. В настоящото проучване 

ние използвахме микрочипови платформи SurePrint G3 Human CGH Microarray Kit, 

4x180K и SurePrint G3 Unrestricted CGH ISCA v2, 4x180K, съдържащи 4 

хибридизационни полета, които позволяват едновременното изследване на 4 пациента 

със 4 контроли (фигура 11). Микрочипът се поставя с активната страна надолу към 

покривното стъкло с пробите и по този начин се получава „сандвичева“ структура. 

Тази структура се монтира в хибридизационната касета, която се завърта няколко 

пъти, за да се отстранят неподвижните мехури. Следва поставяне на микрочиповата 

касета в хибридизационната камера, предварително подгрята на 67
о
C за 24 часа, която 

има ротатор позволяващ въртенето на касетата с 20 об/мин.  

 

 
Фигура 11. Използвана микрочипова платформа Agilent, съдържаща 4 хибридизационни полета и 

позволяваща едновременното изследване на 4 пациента върху микрочипа. 

 

 Промивка на микрочиповете: След приключване на хибридизацията е необходимо 

чиповете да се промият с цел да се отстранят несвързани фрагменти и други 

компоненти на реакцията. Използват се 2 промиващи буфера, осигурени от фирмата 

производител (таблица 16). В стъклени кювети се налива 400 ml от всеки миещ буфер, 

като буфер 2 е предварително загрят на 37
о
C. Микрочипът се поставя на стъклен 
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държач и се потапя последователно и промива при непрекъснато разклащане във всеки 

един от двата буфера за време, показано на таблица 16. 

 

      Таблица 16. Необходими разтвори за промиването на микрочиповете 

Буфер Температура Магнитна бъркалка Време 

Олиго- буфер 1 стайна Не Отлепяне на чипа от 

покривното стъкло 

Олиго- буфер 1 стайна Да 5 мин 

Олиго- буфер 2 37 
о
C Да 1 мин 

 

 

След промиването с миещ буфер 2 стъкленият държач, заедно с чипа се вадят много 

бавно от разтвора с цел да не се образуват капки по повърността на микрочипа. 

 

 Сканиране на микрочиповете: Промитият микрочип се монтира в пластмасов 

държач и се поставя в скенера. За целите на настоящото проучване използвахме 

двуканален микрочипов скенер модел G2505C (Agilent Technologies), с λ=550—610 nm 

за зеления лазер и λ= 650—750 nm за червения лазер.  Сканирането беше с резолюция 

от порядъка на 3 µm, поради високата гъстота на олигонуклеотидите, имобилизирани 

върху чипа (180,880 олигонуклеотида). Сканирането се извърши с помощта на Scan 

Control софтуер, версия А.8.4., предоставен от фирмата производител (Agilent 

Technologies). 

 

   3.4.6. Потвърдителен и сегрегационен PCR в реално време (qPCR) на откритите 

чрез aCGH аберации  

 

Както при всеки диагностичен метод, aCGH резултатите имат нужда от валидиране 

с друг независим метод. Количественият PCR в реално време (qPCR) е лесен за 

изпълнение, евтин и точен метод, което го прави подходяща техника за потвърждаване на 

открити чрез аCGH микрохромозомни промени в сравнение с други използвани методи 

като FISH и MLPA (Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification). В съчетание с 

ниската цена и бързина на изпълнение, метода показва и висока чувствителност и 

специфичност, което го прави подходящ за рутинната клинична практика.  

За целите на потвърдителния анализ използвахме Sybr Green технологията. Sybr 

Green багрилото се свързва (интеркалира) към двойноверижна ДНК и дава флуоресцентен 

сигнал. По този начин се засичат PCR продуктите, които се акумулират при протичането 

на PCR циклите. За разлика от TaqMan технологията, където се използва приницпа на 

хибридизация на сонди към уникални последователности от ДНК при Sybr Green 

багрилото се свързва към всички двойноверижни ДНК молекули, включително и към 

неспецифичните продукти (фигура 12). Поради тази причина е много важно да се 

оптимизират PCR реакциите за да се получават надеждни резултати. 
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Накратко, принципът на действие на SybrGreen технологията е следния:  

1) Sybr Green I багрилото флуоресцира, когато е интеркалирано (свързано) към 

двойноверижна ДНК;  

2) По време на PCR полимеразата амплифицира таргетната последователност, което 

води до създаването на PCR продукти, наречени ампликони;  

3) С напредването на PCR циклите се създават все повече ампликони. Тъй като Sybr 

Green се свързва към всички двойноверижни ДНК, то това води до увеличение на 

флуоресцентния сигнал пропорционално на количеството PCR продукти. 

 

Използван метод и дизайн на експеримента: 

 

 Избор на ампликони - беше избран малък фрагмент като част от засегнатия район с 

дължина не по-голяма от 250 бдв (оптимално около 150 бдв), както и вътрешен 

контролен фрагмент на същата или на друга хромозома, за който е известно, че е с 

нормален брой копия. Праймерите за qPCR анализа бяха проверени чрез in silico PCR 

инструмента на UCSC - University of California Santa Cruz (https://genome.ucsc.edu/ ) за 

верификация на геномната позиция и проверка за секвенционна хомология с други 

райони. 

 Оптимизация на условията на амплификация за всяка двойка праймери – бяха 

оптимизирани температура на хибридизация, количество от праймерите, количеството 

ДНК матрица, като наличието на специфичните таргетни ампликони беше проверено 

на 2% агарознa гел електрофореза. 

 Беше извършен количествен PCR анализ в реално време чрез използване на 

Rotorgene апаратура и софтуер (QIAGEN) и SYBR Green технологията за белязване на 

тестовите и контролни фрагменти. Успоредно с тестовата ДНК от пациента бяха 

използвани три контролни ДНК от здрави индивиди с проверен нормален брой копия в 

тестовия и контролния фрагмент. Всяка тестова и контролна ДНК беше анализирана в 

 

Фигура 12. Схематично изображение на Sybr Green технологията (А), сравнена с по-високо специфичната 

TaqMan технология (Б). 

https://genome.ucsc.edu/
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три повторения на тестовия фрагмент и 3 повторения на контролния фрагмент 

(таблица 17).  

 

Таблица 17. Пример за дизайн и разпределение на пробите в qPCR експеримента 
 

1. тест фрагмент–пациент 1. тест фрагмент – 

контрола 1 

1. тест фрагмент- 

контрола 2 

1. тест фрагмент- 

контрола 3 

2. тест фрагмент–пациент 2. тест фрагмент – 

контрола 1 

2. тест фрагмент- 

контрола 2 

2. тест фрагмент- 

контрола 3 

3. тест фрагмент–пациент 3. тест фрагмент – 

контрола 1 

3. тест фрагмент- 

контрола 2 

3. тест фрагмент- 

контрола 3 

1. контролен фрагмент- 

пациент 

1. контролен фрагмент- 

контрола 1 

1. контролен 

фрагмент- контрола 2 

1. контролен фрагмент- 

контрола 3 

2. контролен фрагмент- 

пациент 

2. контролен фрагмент- 

контрола 1 

2. контролен 

фрагмент- контрола 2 

2. контролен фрагмент- 

контрола 3 

3. контролен фрагмент- 

пациент 

3. контролен фрагмент- 

контрола 1 

3. контролен 

фрагмент- контрола 2 

3. контролен фрагмент- 

контрола 3 

 

Компонентите за изготвяне на PCR микса за всяка реакция, както и условията за 

провеждане на qPCR анализа бяха проведени по протокол, предоставен от производителя и 

са представени в таблица 18. Използваното количество тестова и контролна ДНК е 2 µl с 

концентрация 20ng/µl.  

 

   Таблица 18. Използвани консумативи и условия за извършване на qPCR анализа 

Компоненти на 

реакционната смес 
Програма на qPCR реакцията 

2х QuantiTect 

SYBR Green PCR 

Master Mix 

 

10 µl Етап Температура Време Цикли 

праймер F 

(10pmol) 
0.5 µl Начална денатурация 95 

о
C 10 мин 1 

праймер R 

(10pmol) 
0.5 µl Денатурация 95 

о
C 15 сек 

40 

H20 12 µl 
Хибридизация и 

елонгиране 
60

 о
C 1 мин 

ДНК 2 µl 
Забележка: QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix съдържа Hot Start 

полимераза, SYBR Green PCR буфер, микс от dNTPs, SYBR Green 

багрило, ROX багрило за нормализиране на флуоресцентния сигнал.  Краен обем 25 µl 

 

 

 Анализът на получените резултати беше извършен чрез метода на относително 

количествено определеляне (Relative Quantification- RQ стойност) на амплифицирания 

чрез желаните праймери тестов фрагмент в сравнение със същия фрагмент в здрави 

контролни индивиди, налични в ДНК банката на ЦММ. В допълнение, беше използван 
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и вътрешен контролен фрагмент с очакван нормален брой копия, чийто RQ стойности 

бяха определени и в пациента, и в контролните индивиди. За анализ на получените Ct 

стойности (критичен праг на амплификация) на амплификационните криви беше 

използван ∆∆Ct метода, чрез който бяха определени специфичния брой копия на 

тестовия и вътрешно-контролния  фрагмент за всеки пациент в сравнение с броя копия 

от тестовия и вътрешно-контролния фрагмент при всеки от контролните индивиди. 

 

Изчислението на RQ стойностите се извърши чрез следните формули: 

 

ΔCt тестов фрагмент = Ct (калибратор ДНК) - Ct (тест ДНК), 

            където калибратор е контролна ДНК с нормален брой копия. 

ΔCt контролен фрагмент = Ct (калибратор) - Ct (тест ДНК) 

 

Ct- критичен праг на амплификация, през който започва да се отчита 

флуоресцентен сингнал. Ct стойностите на тестовия и контролния фрагмент при тестовите 

и контролните ДНК са различни. Тъй като всяка една проба е повторена три пъти, за 

изчисляване на ΔCt се взимат средните Ct стойности получени за изследвания ген и 

ендогенната контрола или калибратор. 

 

ΔΔCt = ΔCt (тестов фрагмент) - ΔCt (контролен фрагмент) 

 

RQ = 2- 
ΔΔCt

, където RQ e relative quantification или относително определяне на броя 

копия. Стойността RQ показва колко броя копия има даден ДНК фрагмент от пациента в 

сравнение с калибратора. Калибраторът има RQ стойност 1. За да се определи броя копия 

от ДНК RQ стойността се умножава по 2. Така калибраторът трябва да има 2 броя копия от 

всеки изследван фрагмент. Приема се, че проби с RQ стойност под 0,59 (ln1,5) показват 

намален брой копия на съответния фрагмент, или делеция, а проби RQ стойности над 1,59 

(ln3) или повече, означават увеличен брой копия (3 или повече копия) от съответния 

фрагмент, или дупликация (239).  

 

   3.4.7. Биоинформатичен анализ на получените резултати 

 

     3.4.7.1. Биоинформатичен анализ на резултатите от директното секвениране 

 

При анализа на получените резултати бяха използвани следните софтуерни 

програми: 

FinchTV. FinchTV е лесен за използване инструмент за първична обработка и 

анализ на малък обем ДНК секвенции (www.geospiza.com ). Той се използва за прочит на 

файлове с хроматограми с едни от най-често използваните формати, като например AB1, 

SCF или FASTA. FinchTV е най-популярният софтуер за анализ на ДНК 

последователности, съвместим за Linux, Mac OSX, Windows и Solaris операционни 

http://www.geospiza.com/
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системи. Програмата позволява да се направи анализ на суровите данни за оценка на 

качеството на получените секвенции, да се направи BLAST за съвпадения на получения 

резултат с референтната за съответния ген последователност 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ ). 

SeqScape. SeqScape® софтуер е разработен от Termofisher Scientific 

(https://www.thermofisher.com). Подходящ e за обработка на голям обем ДНК секвенции. 

Програмата позволява да бъде направен анализ за различен тип мутации и е удобен за 

откриване на хетерозиготни еднонуклеотидни полиморфизми и хетерозиготни делеции 

или инсерции, сравнени с референтна секвенция. SeqScape е съвместим с повечето от 

операционните системи, подържани от Microsoft Corporation, като например Windows NT, 

2000, XP и Windows 7. 

В настоящото проучване, получените секвенции бяха анализирани с помощта на 

програмите FinchTV и SeqScape® и сравнени с референтните секвенции, публикувани в 

публичната база данни Ensembl – референтни секвенции NM_001165963.2 за ген SCN1A, 

NM_001165963.2 за ген SLC2A1, NM_172107.3 за ген KCNQ2 (https://www.ensembl.org ). 

 

За да се определи ефекта, който намерените молекулни варианти биха имали върху 

структурата и функцията на съответните протеини бяха използвани компютърните 

програми PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/ ) и PROVEAN/SIFT 

(http://provean.jcvi.org/ ). Потенциалната патогенност на новооткритите секвенционни 

варианти бе оценена чрез предиктивната компютърна програма Mutation taster 

(www.mutationtaster.org/  ). За определяне на ефекта върху сплайсинга на намерените 

варианти, засягащи сплайс-местата на екзоните на трите изследвани гена, бяха използвани 

предикционните алгоритми на NetGene2 (http://www.cbs.dtu.dk ) и Human Splicing Finder 

(http://www.umd.be/HSF3/ ). Програмата NetGene 2 позволява откриването на канонични 

сплайс-места на базата на изкуствено създадени невронни мрежи, докато софтуерът 

Human Splicing Finder използва 12 различни алгоритъма за идентифициране и 

предсказване на алтернативни сплайс-донор и -акцепторни места, базирани на PWM 

матрици, Принципа на Максималната Ентропия, и Метод за Сравняване на Мотиви. 

 

Изключването на честите полиморфизми и идентифицирането на вече съобщени 

мутации бе извършено чрез проверка на установените варианти в публичните бази данни 

Ensembl (http://www.ensembl.org) , 1000Genomes (http://www.internationalgenome.org/), 

Human Gene Mutation Database - HGMD (www.hgmd.cf.ac.uk ), Exome Aggregation 

Consortium (http://exac.broadinstitute.org/ ), ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar), 

както и базата данни за SCN1A мутации на Лабораторията по Молекулярна генетика, 

Университет на Антверпен (http://www.molgen.vib-ua.be/SCN1AMutations/ ). При 

откриване на нов генетичен вариант или на вече известна мутация, бе извършен 

сегрегационен анализ в засегнатото семейство, където беше възможен такъв. 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
https://www.thermofisher.com/
https://www.ensembl.org/
http://genetics.bwh.harvard.edu/
http://provean.jcvi.org/
http://www.mutationtaster.org/
http://www.cbs.dtu.dk/
http://www.umd.be/HSF3/
http://www.ensembl.org/
http://www.internationalgenome.org/
http://www.hgmd.cf.ac.uk/
http://exac.broadinstitute.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar
http://www.molgen.vib-ua.be/SCN1AMutations/


68 
 

      3.4.7.2. Биоинформатичен анализ на резултатите, получени от MLPA анализа 

 

Получените профили на пациентите бяха нормализирани и сравнени с профилите 

на нормални, здрави индивиди чрез използване на два софтуера – GeneMapper и 

Coffalyser.Net. 

GeneMapper е програма, разработена от Termofisher Scientific 

(https://www.thermofisher.com ). Тя се използва за анализ на данни, получени при различни 

приложения на фрагментния анализ от ABI PRISM® 310, 3100, 3100-Avant™, Applied 

Biosystems® 3130, 3130xl, 3500, 3500xL Applied Biosystems® 3730 секвенатори, като 

микросателитен анализ и анализ за генотипиране, загуба на хетерозиготност и други. За 

работа с GeneMapper софтуер се изисква минимум операционна система Windows XP или 

7, при параметри на твърдия диск Intel Pentium processor и минимум 512 MB RАМ, 

оптимална 1GB RAM (https://www.thermofisher.com). 

CoffalyserNet (MRC- Holland). CoffalyserNet е програма за MLPA анализ, 

съвместима с файлове, получени директно от капилярни електрофорезни системи, 

включително ABI файлове като FSA, AB1 и ABI. Програмната библиотека съдържа всички 

налични до момента MLPA анализи за различни заболявания, разработени от MRC-

Holland, а новите приложения могат да се изтеглят директно от сайтa на производителя 

(www.mlpa.com ). MLPA анализът протича на два етапа: а) ДНК фрагментен анализ и б) 

Сравнителен анализ на пробите и оценка на качеството. За оптимална работа на 

програмата се изисква операционна система Windows 7 или по-висока версия и поне 2GB 

RAM. 

 

      3.4.7.3. Биоинформатичен анализ на резултатите, получени от микрочиповия 

анализ 

 

Feature Extraction програма (FE) (Agilent Technologies). Генерираните от скенера 

изображения под формата на .tiff файл, съдържащи емисионните спектри на всеки един 

клон от олигонуклеотиди върху чипа се превръщат в текстова информация .txt файл чрез 

Agilent Feature Extraction програма (Agilent Technologies). Той има за цел извличане 

(екстракция) на данните от интензитетите на светене на багрилата и превръщането им в 

логаритмични съотношения така, че да са възможни впоследствие анализа и 

интерпретацията на резултатите. Освен текстовия файл, необходим за анализиращия 

софтуер, FE програмата генерира и доклад за контрол на качеството (Quality Control - QC 

report). Той съдържа статистическа информация за това как е протекъл микрочиповия 

експеримент, неговата възпроизводимост и надежността на данните. Някои от по-важните 

параметри в QC доклада са: 

 

 DLR (Derivative Log Ratio) – отразява съотношението между интензитетите на 

флуоресценция на два съседни клона. Това дава представа индиректно за кaчеството 

на изследваната ДНК. Два съседно разположени клона би трябвало да имат сходни 

https://www.thermofisher.com/
https://www.thermofisher.com/
http://www.mlpa.com/
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интензитети в съотношение 1:1. В този смисъл, нормални стойности на DLR  са от 

порядъка на <20. Високи стойности на DLR показват увеличение на разликата между 

два съседни олиго-клона, при което е трудно да се анализират по-малки по размер 

делеции/дупликации.  

 Signal to Noise Ratio (SNR) - показва колко ясно се отдиференцира интензитета на 

флуоресценция на съответния клон от фоновия шум. Този параметър отразява 

качеството на изпълнение на стъпките белязване на ДНК и миене на микрочипа след 

хибридизация. Отлична стойност на Signal to Noise съотношението е над 100, а за 

добри стойности се приемат между 30 и 100. При стойност <30 експеримента трябва 

да се повтори от стъпка повторно миене на чипа, или повторно белязване на ДНК.  

 Негативни контроли (Negative Controls) – Този параметър отразява степента на 

неспецифична хибридизация по време на стъпката на прехибридизация. Висока 

стойност на негативни контроли показва чистотата на използваните буфери най-вече 

по време на миене на микрочипа. Нормално, тази стойност трябва да е между 50 и 70 

броя.  

Cytosure Interpet програма (Oxford Gene Technologies) и Cytogenomics програма 

(Agilent Technologies) – Софтуерни продукти за анализ на извлечените от FE софтуера .txt 

данни, интерпретация и анотация на намерените аCGH аберации в генома. Анализът на 

данните се извършва чрез картиране по два реферeнтни геномни секвенции - NCBI36/hg18, 

(март, 2006) и GRCh37/hg19 (февруари, 2009), като софтуерът предлага лесна смяна на 

референтната секвенция, според желанието на изследователя. Двата софтуера включват и 

анотации към публични бази-данни, съдържащи информация за известни синдроми, гени, 

директна причина или асоциирани със заболяване (OMIM- Online Mendelian Inheritance of 

Man: https://www.omim.org ; GeneCards: https://www.genecards.org ), бази–данни, 

съдържащи CNVs, намерени при болни пациенти (DECIPHER: https://decipher.sanger.ac.uk/, 

ISCA Consortium: http://dbsearch.clinicalgenome.org, ClinVar: 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar ), здрави контролни индивиди (Database of Genоmic 

Variants: http://dgv.tcag.ca ), както и сегментни дупликации в генома, като в него могат да 

се визуализират линкове към базите-данни, интересуващи специфично изследователя. По 

този начин, чрез Cytosure Interpret софтуера лесно се извършват генотип-фенотипни 

корелации и се определя патогенността на съответната аберация. 

В настоящото проучване, чрез Cytosure Interpet и Cytogenomics алгоритмите 

използвахме за сравнение референтна секвенция на генома GRCh37/hg19. Като реални 

аберации бяха отчетени само тези, при които отклонението на интензитета на поне 4 

съседни клона достига статистическа значимост (граница на статистическа значимост p≤ 

0.05). Отношението между сигналите на светене на тестовата и контролната проба 

впоследствие се нормализира и превръща в log2 съотношение, даващо възможност за 

оценка на броя копия от съответния фрагмент. Логаритмичното съотношение log2 между 

интензитетите на флуоресценция на Cy5- белязаните проби и Cy3- белязаните проби 

между +0,3 и -0.6 отразява нормален брой копия. Стойности <-0,6 показват загуба на 

генетичен материал в изследвания локус в сравнение с контролата, или делеция. 

https://www.omim.org/
https://www.genecards.org/
https://decipher.sanger.ac.uk/
http://dbsearch.clinicalgenome.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar
http://dgv.tcag.ca/
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Стойности на log2 >0,3 показват умножаване на генетичния материал в изследвания локус 

в сравнение с контролната ДНК, или дупликация. С помощта на информацията в 

публичните бази-данни намерените значими аберации бяха класифицирани в няколко 

категории според ефекта на действие, както и бяха идентифицирани гените във всеки от 

засегнатите локуси.  

 

Използвана апаратура 

 Автоматизирана система за изолиране и пречистване на ДНК и РНК - Модел: 

Chemagen, Magnetic Separation Module I (Perkin Elmer); 

 ABI PRISM ® Автоматичен ДНК секвенатор- модел 3130xl; 

 Апарати за PCR амплификация: градиентни PCR апарат- Модел: Bioer Gene Pro 

(Harlow scientific) и апарат Veriti Thermal Cycler (ABI); 

 Вана за хоризонтална електрофореза (Science-Plus-UK); 

 Микровълнова фурна за разтапяне на агарозата (Daewoo KOR 6C27);  

 Токоизправител (Science-Plus-UK); 

 Фотодокументационна система и UV-трансилюминатор с дължина на вълната 

312 nm (MiniBisPro-Bio Imaging Systems); 

 Спектрофотометри ND 1000 и 2000 (NanoDrop); 

 Хладилна центрофуга 5810R (Eppendorf) 

 Сух стерилизатор МММ (Exocell); 

 Стартови гребени за гелове за електрофореза с размер на зъбците 5х1мм; 

 Едноканални пипети с обем: 0.5–10 μl, 2–20 μl, 20–200 μl и 100-1000μl  

 Микрочипов скенер G2565CA (Agilent Technology) 

 Хибридизационна камера с въртящ ротор (Agilent Technology) 

 Магнитна бъркалка (x1 or x3) (Thermo Scientific) 

 Магнитна бъркалка с възможност за нагряване 

 Центрофуга MicroCL-21 (Thermo Fisher Scientific);  

 Апарат за qPCR Rotorgene Q система, версия 2.0 (Qiagen) 

 Ледогенератор модел B20A (Fiochetti) 

 Вана за водна баня (Memmert) 
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4. Резултати 

 

4.1. Резултати от секвенционния анализ на SCN1A гена 

 

   4.1.1. Клиничен материал 

 

В настоящото проучване, за изследване на SCN1A гена чрез директно секвениране 

по Сангер бяха включени общо 133 пациенти, от които: 72 пациенти с фокални фебрилни 

пристъпи с или без еволюция в генерализирана епилепсия с фебрилни гърчове + синдром 

(GEFS+ синдром), 10 пациенти със съмнение за синдром на Dravet (DS), 41 пациенти с 

неизяснена (идиопатична) генерализирана епилепсия и 10 пациенти с характеристики на 

миоклонично-астатична епилепсия (MAE). При 82 пациенти съществува фамилна история 

за епилепсия, а 51 пациенти представляват изолирани спорадични случаи.  

Поради високата честота на съобщени в литературата мутации в SCN1A гена при 

пациенти DS, както и сравнително честото им откриване при семейства с GEFS+ синдром, 

през последните няколко години в рамките на проект ДТК-09/2009, финансиран от МОН 

започна насочено събиране на български пациенти с тези диагнози. Сегашното проучване 

допълва съществуващата ДНК банка в ЦММ, както с GEFS+ случаи, така и с пациенти с 

други електро-клинични синдроми (вж Материали и методи, таблица 2).  

Водеща клинична находка в изследваната група пациенти е фебрилно - 

провокираната епилепсия, характерна за епилепсии от GEFS+ спектъра. При тях 

пристъпите са предхождани от повишена телесна температура (38
о
C - 39

о
C), най- често в 

резултат от инфекциозно заболяване, или след поставяне на ваксина (ДТК). Обикновено 

първият гърч е фебрилен, с или без загуба на съзнанието. Наблюдават се и фокални 

пристъпи, засягащи невронни мрежи, разположени в едната хемисфера, с последваща 

вторична генерализация.  

При пациентите с диагноза GEFS+ началото на пристъпите е между 6- месечна и 2- 

годишна възраст, като по-рядко се наблюдава начало в по-късен етап от развитието. При 

фамилните случаи болшинството от засегнати родственици съобщават за единични FS по 

време на боледуване от инфекциозно заболяване в детството, отшумяващи спонтанно след 

5- годишна възраст. За разлика от тях, в повечето случаи индексните пациенти получават 

разнообразни като характеристика пристъпи - афебрилни ГТКП, атонични, миоклонични и 

абсансни. При пациентите със съмнение за DS се наблюдава по-ранно начало на 

пристъпите (между 2- и 12-месечна възраст), като в повечето случаи не съществува 

фамилна история на заболяването. При DS е характерно, че скоро след първия пристъп се 

появяват разнообразни афебрилни гърчове, като миоклонично-астатични, абсанси, 

вторични ГТКП и други. Съобщава се за изпадане в епилептичен статус от няколко минути 

до няколко часа, което може да доведе до летален изход. Често след началото на 

пристъпите се наблюдава постепенен регрес в невропсихичното, говорното и двигателното 

развитие, който се проявява след 2-годишна възраст. Резултатите от невроизобразяващите 
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методи (ЯМР и KT) не показват отклонения. Епилепсията е трудно податлива на лечение, 

в повечето случаи не се постига ремисия на заболяването, а само контролиране на отделни 

типове пристъпи и/или разреждане на честотата им във времето. 

При пациентите в подгрупа ГГЕ се наблюдават разнообразни типове пристъпи, с 

неясни провокационни фактори, което затруднява лекуващия лекар да постави насочваща 

диагноза. Началото на пристъпите е между 10- месечна и 11- годишна възраст. Като 

провокационни фактори най-често се посочват стрес или емоционална възбуда. 

Пристъпите са разнообразни, най-често генерализирани или с фокално начало и 

последваща вторична генерализация. Поради отсъствието на обективен провокиращ 

фактор, се допуска генетична етиология на електро-клиничния синдром. От изследваната 

група при 21 от пациентите с ГГЕ (51%) съществува фамилна история на заболяването. 

Останалите са спорадични случаи.  

При пациентите от подгрупа MAE (или синдром на Doose) се наблюдава начало на 

пристъпите на 6- месечна до 2- годишна възраст. Характерни пристъпи са комбинация от 

миоклонични, атонични и атипични абсанси. Заболяването показва генетична 

хетерогенност, с по-скоро неясна генетична етиология, но са намерени няколко SCN1A 

мутации при спорадични МАЕ пациенти (45, 240, 241). В допълнение, в около 5% от 

спорадичните случаи на МАЕ се откриват мутации в SLC2A1 гена (100). Ето защо, тази 

подгрупа първоначално изследвахме за наличие на патогенни точкови варианти в SLC2A1 

гена, а в последствие преминахме към търсене на точкови мутации в SCN1A гена. 

 

   4.1.2. Молекулярно–генетично изследване 

Чрез PCR aмплифицирахме всички 26 екзона, както и всички екзон - интронни 

граници на SCN1A гена (OMIM: 182389, транскрипт: ENST00000375405), използвайки 

набор от праймери, описани от Claes и съавтори (24). Условията за амплификация и 

секвениране бяха оптимизирани, както е показано в Материали и методи, таблици 3 и 4, и 

Приложение 4. Продуктите на PCR реакцията бяха визуализирани на агарозен гел и 

подложени на секвениране.  

Чрез директно секвениране по Сангер на ген SCN1A открихме 18 варианта в 22 

пациенти или 15.5% от изследваната група пациенти (Таблици 19, 20). Молекулни 

варианти от потенциален интерес бяха намерени при 12 пациенти от общо-изследваната 

група (9%). От тях с клинично значение, позволяващи да се постави генетична диагноза са 

осем варианта с патогенен ефект при 9.8% от пациентите с епилепсия от GEFS+ спектъра  

(GEFS+ и DS пациенти n=82). Варианти с вероятно патогенен ефект бяха намерени при 

четири пациенти от групата с епилепсии от GEFS+ спектъра (4.9%).  

Допълнително, шест от вариантите са с вероятно непатогенен ефект, открити при 10 

пациенти от общо-изследваната група (7.5%) (Таблица 20). От тях шест пациенти са с 

насочваща диагноза от GEFS+ спектъра, а трима са с неизяснена ГГЕ/ИГЕ (Таблица 20). 

Десет от откритите варианти представляват несинонимни замени (missense), два варианта 

водят до преждевременно формиране на стоп - кодон и прекъсване рамката на четене 
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(nonsense), четири варианта засягат канонични сплайс-места (splice-site) и два варианта са 

съответно едно- и олигонуклеотидни делеции, водещи до изместване рамката на четене 

(frameshift deletions). Четири от вариантите отсъстват при изследваните родители и са 

възникнали de novo, един вариант е унаследен от болен родител, два варианта се срещат 

при здрави родственици, а при осем пациента не разполагахме с материал от родителите за 

извършване на сегрегационен анализ. 

Потенциалната патогенност на вариантите с промяна на смисъла и вероятния им 

ефект върху функциите на белтъка бяха проверени с помощта на предикционни програми 

PROVEAN/SIFT, Polyphen2 и Mutation Taster (Таблици 21 и 22). По отношение на сплайс- 

мутациите, възможността за използване на алтернативно сплайс място беше проверена 

чрез два софтуерни продукта : NetGene2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/) и 

Human Splicing Finder (http://www.umd.be/HSF3/). 

Три от откритите варианти прецизират генетичната диагноза от GEFS+ синдром на 

DS. Заедно с тях, общо беше поставена генетична диагноза DS на 69.2% от пациентите от 

подгрупа DS (n=13). Това има изключително важно значение за избора на правилната 

антиконвулсантна терапия.  

При пациентите от подгрупи ИГЕ/ГГЕ и МАЕ чрез директно секвениране не 

установихме клинично-значими варианти в SCN1A гена. Варианти с вероятно непатогенен 

ефект са открити при 5 пациенти с диагноза GEFS+, 2 пациенти с прости фебрилни 

пристъпи и 3 пациенти с ИГЕ/ГГЕ (Таблица 20).  

 

Таблица 19. Намерени патогенни варианти чрез директно секвениране на ген SCN1A 

Патогенни варианти, докладвани в литературните източници и бази данни 

Пр

оба

нд 

Фено

тип 

Тип 

вариант 
dbSNP HGMD 

HGVS 

кДНК 

номенкла

тура 

HGVS 

протеинова 

номенклат

ура 

Екзон/ 

интрон 
Унаследяване 

548 DS missence 
rs12191898

6 

CM115993 

CM024307 
c.4135G>A p.Val1379Met 21 de novo 

378 
GEFS

+ 
nonsense 

rs13930071

5 
CM024310 c.4532C>A p.Ser1505Ter 24 N/A 

450 DS splice-site - CS096242 
c.3879-

1G>T 
- IVS 19 

не се намира в 

майка; баща не 

е изследван 

449 DS missence - CM096160 c.4787G>T p.Аrg1596Lеu 25 de novo 

446 
GEFS

+ 
missence - - c.2804G>C p.Arg935Pro 15 

унаследена от 

болна майка; 

намерена при 

болна сестра 
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Нови варианти,  с очакван патогенен ефект, недокладвани в литературните източници и бази данни  

393 
GEFS

+ 

nonsen

ce 
- - c.4744G>T p.Glu1576Ter 25 N/A 

398 
GEFS

+ 

frames

hift 
- - c.2136delC 

p.Ser707Alafs

Ter3 
12 N/A 

540 DS 
frames

hift 
- - 

c.3837_3843delAAT

TGTT 

p.Iso1280Metf

sTer7 
19 de novo 

N/A- не е проведен сегрегационен анализ, поради липса на материал от родителите 

Потъмнено-отбелязаните диагнози от GEFS+ след извършването на секвенционния анализ биват 

прецизирани на DS.  

 

Таблица 20. Намерени варианти с вероятно патогенен и вероятно непатогенен ефект чрез директно 

секвениране на ген SCN1A 

Варианти с вероятно патогенен ефект 

Проб

анд 

Фенот

ип 

Тип 

вариант 
dbSNP 

HG

MD 

HGVS 

кДНК 

номенклат

ура 

HGVS 

протеинова 

номенклат

ура 

Екзон/

интро

н 

Унаследяване 

499 DS 
splice- 

site 

rs79605300

7 
- c.4252-4A>G - IVS 21 N/A 

522 GEFS+ missence 
rs79605303

1 
- c.4980G>T p.Met1654Ile 26 N/A 

527 DS missence - - c.3929T>C* p.Leu1310Pro 20 de novo 

573 GEFS+ splice-site - - 
c.2383-

1G>A* 
- IVS 13 de novo 

Варианти с вероятно непатогенен ефект 

477 FS+ splice- site - 
CS09

6242 

c.603-

91G>A** 
- IVS 4 

брат 

хомозиготен 

носител; майка и 

баща- 

хетерозиготи 

516 GEFS+ 

missence 
rs12191790

6 

CM10

8507 
c.806G>C p.Arg27Thr 1 

N/A 

550 ИГЕ N/A 

553 GEFS+ N/A 

420 FS+ 

missence 
rs12191881

7 

CM03

4567 
c.1625G>A p.Arg542Gln 10 

унаследенот 

болен баща 

512 ИГЕ 

липсва при 

засегнати 

родственици 

482 GEFS+ 

missence 
rs12191879

9 

CM07

6496 
c.3488C>G p. Thr1174Ser 17 

N/A 

544 GEFS+ 

липсва при 

засегнати майка 

и сестра 

555 ИГЕ missence 
rs12191876

9 

CM09

3056 
c.1811G>A p.Arg604His 11 

унаследена от 

здрав баща; 

липсва при 

засегната сестра 

и здрава майка 

513 GEFS+ missence 
rs12191795

6 

CM08

1420 
c.5749C>G p.Arg1928Gly 26 

липсва при 

клинично здрава 

майка 
 

*нова, непубликувана в литературните данни мутация; N/A- не е проведен сегрегационен анализ, поради 

липса на материал от родителите. ** нуклеотидната замяна представлява рисков фактор за развитието на FS+ 

и има отношение към отговора от лечението с някои антиепилептични медикаменти.  
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Таблица 21. Оценка на патогенността на установените „missense” варианти с патогенен и вероятно 

патогенен ефект в SCN1A генa с помощта на предиктивни програми Polyphen2, Provean и Mutation Taster. 

Вариант 
Оценка на патогенността 

Polyphen Provean Mutation Taster 

c.4135G>A; p.Val1379Met possibly damaging deleterious disease causing 

c.4787G>T; p.Аrg1596Lеu probably damaging deleterious disease causing 

c.2804G>C; p.Arg935Pro probably damaging deleterious disease causing 

c.4980G>T; p.Met1654Ile  probably damaging deleterious disease causing 

c.3929T>C; p.Leu1310Pro probably damaging deleterious disease causing 
 

 

   4.1.3. Патогенни варианти в SCN1A гена 

 

От откритите общо осем патогенни варианти в SCN1A гена три са несинонимни АК 

замени, две мутации водят до образуване на стоп-кодон, две са делеции с изместване на 

рамката на четене и един вариант засяга канонично сплайс - акцепторно място. Пет от 

вариантите са докладвани в литературните източници и бази-данни, а три са нови, 

неописани досега в литературата. 

 

     4.1.3.1. Патогенни варианти, докладвани в литературните източници и бази-данни 

 

 Вариант c.4135G>A p.Val1379Met, rs121918986 при пациент ЕP548 

 

Вариантът rs121918986 засяга екзон 21 от SCN1A гена е причинен от транзиция на 

гуанин в аденин в позиция 4153 от кодиращата последователност (GTGATG), което 

води до синтез на АК метионин вместо валин в кодон 1379 (p.Val1379Met) (Фигура 13А). 

Вариантът беше намерен в хетерозиготно състояние при пациент EP548, момиче на 2 

години със суспектна диагноза DS. В анамнестичен аспект, пристъпите започват на 4- 

месечна възраст с характер на ГТКП, провокирани от висока температура. Впоследствие 

детето прави два status epilepticus, с продължителност 20 и 30 минути съответно. Всички 

регистрирани пристъпи по време на хоспитализацията са с начало лява ръка или крак и 

вторична генерализация. Лечението е с валпроат, към което се наблюдава добър отговор. 

До момента детето има нормално психомоторно развитие. В семейството съществуват 

данни за FS+ в детството при майката и брата на бащата, но проведения сегрегационен 

анализ не доведе до откриването на варианта при тях (Фигура 13Б). Заменената АК валин е 

с висока еволюционна консервативност в много видове (Фигура 15В). Мутацията не 

фигурира в ExAc базата-данни, където са публикувани варианти в SCN1A гена, намерени в 

здрави контролни индивиди (http://exac.broadinstitute.org). 
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Фигура 13. Вариант c.4135G>A p.Val1379Met в екзон 21 на ген SCN1A: А. Секвенционен профил при 

индексния пациент и здравата майка. Б. Родословно дърво на семейство 449, с означен носителски статус 

при изследваните членове. Със стрелка е показан индексния пациент в семейството. В. Еволюционна 

консервативност на заменената АК, сравнена при човек и при няколко други вида. 
 

 Вариант c.4532C>A, p.Ser1505Ter, rs139300715 при пациент EP378 

 

Вариантът rs139300715 е локализиран в екзон 24 от SCN1A гена и представлява 

трансверсия на цитозин в аденин в позиция 4532 от кодиращата последователност, което 

води поява на стоп кодон (TCGTAG), прекъсване рамката на четене и преждевременно 

преустановяване синтeзата на белтък в АК място 1505 (Фигура 14). Вариантът беше 

намерен в хетерозиготно състояние при пациент EP378, момче на 3 години със суспектна 

диагноза GEFS+ синдром. Началото на пристъпите е на 7- месечна възраст с поява на 

фокални фебрилно-провокирани пристъпи, които постепенно еволюират в ГТКП. 

Честотата на пристъпите 2-3 пъти в годината. Детето прави единичен status epilepticus, 

който бива овладян по време на хоспитализация и лечение. Използваните АЕМ са валпроат 

и леветирацетам, като в резултат се наблюдава редукция на пристъпите с 50%. Наблюдава 

се по–забавено моторно развитие в първите месеци от живота. Няма данни за фамилна 

обремененост. Неврoлогичният преглeд показва леко намален мускулен тонус. Не 

разполагахме с материал от родителите за извършване на сегрегационен анализ. 

Мутацията, намерена при нашия пациент не се открива в ExAc базата-данни.  
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Фигура 14. Вариант c.4532C>A, p.Ser1505Ter в екзон 24 на ген SCN1A: Секвенционен профил при 

индексния пациент и здрава контрола. 

 

 Вариант c.3879-1G>T, CS096242 при пациент EP450 

 

Вариантът c.3879-1G>T засяга гуанин в консервативното сплайс - акцепторно място 

AG на интрон 19 (Фигура 15А). Той е намерен в хетерозиготно състояние при пациент 

EP450, момиче на четири години с диагноза DS. На възраст от една година и два месеца 

започват непровокирани миoклонични и ГТКП, като броят им до момента е общо пет. 

След старта на пристъпите се наблюдава постепен регрес в развитието, в контекст на 

говора, както и поведенчески проблеми. Съществува анамнеза за прекаран единичен SE. 

При детето се наблюдават и други клинични характеристики – дифузно намален мускулен 

тонус, ниско разположени ушни миди и хипертелоризъм. Главата има стеснен 

битемпорален диаметър, наблюдава се шийна микрополиадения. Не се регистрират ЯМР 

отклонения. Лечението с леветирацетам не показва ефект. Секвенционният анализ на 

SCN1A гена при здравата майка разкри, че тя не носи мутацията (Фигура 15Б). Биологичен 

материал от бащата не бе предоставен, за да установим дали този вариант е унаследен или 

е възникнал de novo. С оглед на допълнителната симптоматика, наподобяваща синдромно 

състояние, ние проведохме и микрочипов анализ, чрез който не открихме значими 

структурни хромозомни изменения.  

 

 
Фигура 15. Вариант c.3879-1G>T в интрон 19 на ген SCN1A: А. Секвенционен профил при индексния 

пациент и здравата майка. Б. Родословно дърво на семейство 449, с означен носителски статус при 

изследваните членове. Със стрелка е показан индексния пациент в семейството. 
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 Вариант c.4787G>T, p.Arg1596Leu, CM096160 при пациент EP449 

 

Вариантът CM096160 е резултат от трансверсия на гуанин в тимин в позиция 4787 

(CGCCTC) от кодиращата част на SCN1A гена, което води до замяна на еволюционно-

консервативната аминокиселина аргинин с левцин в кодон 1596 (Фигура 16А, B). 

Мутацията беше намерена в хетерозиготно състояние при момиче на четири години с 

диагноза DS и без фамилна обремененост (Фигура 16А). Сегрегационният анализ 

потвърди, че мутацията е възникнала de novo (Фигура 16Б). Пристъпите при пациент 

EP449 са с фокално начало на 3- месечна възраст, с вторична генерализация, провокирани 

от висока температура и данни за единичен SE. Честотата им е 3-4 пристъпа месечно, като 

не се повлияват от лечението с валпроат, леветирацетам, оксарбазепин и клоназепам. Към 

момента психомоторното развитие е нормално. Вариантът не фигурира в ExAc базата- 

данни.   

 Вариант c.2804G>C, p.Arg935Pro при пациент EP446 

 

Молекулният вариант е от типа на промяна на смисъла и е локализиран в екзон 15 

от SCN1A гена. Той се дължи на трансверсия на гуанин в цитозин в позиция 2804 

(CGC/CCC) от кодиращата част на гена, в резултат на което се синтезира АК пролин 

вместо аргинин в кодон 935 (p.Arg935Pro) (Фигура 17А). Вариантът е намерен при пациент 

 
Фигура 16. Вариант c.4787G>T, p.Arg1596Leu в екзон 25 на ген SCN1A: А. Секвенционен профил при 

индексния пациент и здрава контрола. Б. Родословно дърво на семейство 449, с означен носителски статус 

при изследваните членове. Със стрелка е показан индексния пациент в семейството. В. Еволюционна 

консервативност на заменената АК, сравнена при човек при няколко други вида. 
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EP446, момче на четири години, родено от нормално протекла бременност и диагноза 

GEFS+. Началото на пристъпите е на 4- месечна възраст с характер на миоклонични и 

ГТКП, като честотата им е много висока: 5-6 дневно. След старта им започва спад в 

развитието, като към момента EP446 има тежък ИД. Детето е преживяло status epilepticus, 

до момента няма отговор към приложеното АЕМ лечение (валпроева киселина, 

клоназепам, топирамат). Сегрегационният анализ показа, че мутацията е унаследена от 

болната майка с история за пристъпи в детството и присъства при засегнатата сестра, също 

с миоклонични пристъпи, в последствие с вторична генерализация и умерен ИД. 

Вариантът не се откри при клинично - здравия баща (Фигура 19Б). Заменената АК пролин 

има висока еволюционна консервативност (Фигура 19В). Предикционните програми 

Mutation taster, Polyphen и Provean определят варианта като увреждащ белтъчната 

структура или патогенен.  

 

 
Фигура 17. Вариант c.2804G>C, p.Arg935Pro в екзон 15 на ген SCN1A: А. Секвенционни профили при 

индексния пациент EP446, болна сестра и родителите. Б. Родословно дърво на семейство 446, с означен 

носителски статус при изследваните членове. Със стрелка е показан индексния пациент EP446 в 

семейството. В. Еволюционна консервативност на заменената АК, сравнена при човек при няколко други 

вида. 

 

      4.1.3.2. Патогенни варианти, несъобщени в литературните източници 

 

В настоящото проучване чрез директно секвениране на SCN1А гена открихме общо 

три нови варианти, недокладвани в литературните източници и бази-данни, но с очакван 

патогенен ефект върху функциите на белтъка (Таблица 19). Два от вариантите 

представляват делеции с изместване на рамката на четене (frameshift: c.2136delC, 

c.3837_3843delAATTGTT), а един вариант води до поява на предварителен стоп кодон и 

ранно прекратяване на синтеза на белтък (nonsense: p.Glu1576Ter). 

 



80 
 

 Вариант c.4744G>T, p.Glu1576Ter при пациент EP393 

 

Вариантът c.4744G>T засяга екзон 25 от SCN1A гена и представлява трансверсия на 

гуанин в тимин в позиция 4744 от кодиращата последователност, което променя кодон 

1576 за АК глутамин в стоп - кодон (GAGTAG) и води до прекъсване на синтезата на 

интактен белтък (Фигура 18). Мутацията беше намерена при пациент EP393, момче на 

четири години и диагноза GEFS+ синдром. Началото на ГТКП е на 7-месечна възраст, 

провокирани от висока температура. Честотата им е 1-2 пристъпа на всеки три месеца, 

като настоящото лечение е с валпроат и оксарбазепин, към които няма отговор. Детето е с 

нормално психомоторно развитие, като не съществуват данни за фамилна обремененост. 

Поради липса на материал от родителите не проведохме сегрегационен анализ. С оглед на 

факта, че замяната води до синтезата на скъсен белтъчен продукт без домен DIV и C-краен 

домен, оценихме варианта като нарушаващ функциите на белтъка. 

 

 
Фигура 18. Електрофореграми на индексния пациент EP393 и здрава контрола. Вариант c.4744G>T, 

p.Glu1576Ter в екзон 25 на ген SCN1A. 

 

 Вариант 2136delC, p.Ser707AlafsTer3 при пациент EP398 

 

Установената мутация се намира в екзон 12 от SCN1A гена и се дължи на делеция на 

цитозин в позиция 2136 (GCC/G-), кодон 707 (p.Ser707Alafs). Това води до изместване на 

рамката на четене и поява на стоп - кодон три нуклеотида в посока 3‘ - в място 710 

(Фигура 19). Резултат от това е синтезата на скъсен белтъчен продукт без домени DII, DIII 

и DIV, инактивационната цитоплазмена бримка, както и цитоплазмения C - краен домен от 

белтъка, което определя и нейния патогенен характер. Мутацията установихме при 

пациент EP398, момиче на девет години и ГТКП без фебрилна провокация. Началото на 

пристъпите е на 5- месечна възраст, с честота 1-2 ГТКП месечно. Проведеното лечение с 

диазепам, валпроева киселина, леветирацетам и ламотрижин не е довело до съществено 

намаляване и изчезване на пристъпите. Детето проявява хиперактивно поведение. Има 

данни за фамилност в семейството - баща с два фебрилни пристъпа около 2- годишна 
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възраст, но не разполагахме с ДНК от родителите, за да проведем сегрегационен анализ с 

цел установяване на наследственост.  

 

 
Фигура 19. Електрофореграма на мутация с изместване на рамката на четене p.Ser707AlafsTer3 в екзон 12 от 

SCN1A гена при пациент EP398. 

 

 Вариант c.3837_3843delAATTGTT, p.Iso1280MetfsTer7 при пациент EP540 

 

Вторият вариант с изместване на рамката на четене се намира в екзон 19 и 

предстaвлява делеция на 7 нуклеотида от позиция 3837 до позиция 3843 от SCN1A гена 

(AATTGTT/-) (Фигура 20А), като вместо изолевцин се синтезира метионин в кодон 1280 

(p.Iso1280Metfs). В следствие на това, седем нуклеотида в посока 3‘-, в място 1287 се 

появава стоп-кодон и се синтезира скъсен белтъчен продукт без домени DIII, DIV, 

разположената между тях инактивационна бримка, както и C-крайния домен. Всичко това 

определя патогенността на открития вариант. Той беше открит при пациент EP540, момиче 

на една година с диагноза DS. При нея началото на фебрилно провокираните пристъпи е на 

7- месечна възраст, с характер на ГТКП и честота от един пристъп месечно. Има данни за 

прекаран SE и леко изоставане в моторното развитие в миналото. Родителите не съобщават 

за фамилна обремененост, а проведеният сегрегационен анализ установи, че варианта 

липсва при тях (Фигура 20Б).  

 
Фигура 20. Молекулен вариант c c.3837_3843delAATTGTT, p.Iso1280MetfsTer7 в екзон 19 на ген SCN1A: 

А. Секвенционен профил при индексния пациент. Б. Родословно дърво на семейство 540, с означен 

носителски статус при изследваните членове. Със стрелка е показан индексния пациент в семейството. 
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   4.1.4. Варианти с вероятно патогенен ефект 

 

Чрез директно секвениране на SCN1A гена открихме четири варианта в 

изследваната група пациенти, които класифицирахме като варианти с вероятно патогенен 

ефект. Два от вариантите представляват мутации от типа промяна на смисъла 

(p.Met1654Ile, p.Leu1310Pro), а два засягат сплайс – акцепторните места в различни райони 

от зреещата иРНК (c.4252-4A>G, c.2383-1G>A) (Таблица 19). Един missense вариант 

(p.Leu1310Pro) и един сплайс - акцепторен вариант (c.2383-1G>A) са нови, неописани 

досега в обществено достъпните бази-данни и литературни източници.  

 

 Вариант c.4252-4A>G, rs796053007 при пациент EP499 

 

Вариантът c.4252-4A>G е от тип сплайс-място мутация и представлява транзиция 

на консервативен нуклеотид аденин в гуанин в сплайс-акцепторното място на интрон 21 

(Фигура 21). Беше открит при пациент EP499, момиче на шест години с диагноза GEFS+. 

Началото на фебрилно–провокираните ГТКП е на 5-годишна възраст, като честотата им е 

3-4 пристъпа годишно. Лечението с валпроат и леветирацетам до момента няма ефект. Не 

съществуват данни за фамилна обременост и не разпологахме с материал от родителите за 

провеждане на сегрегационен анализ. Възможността за използване на алтернативно сплайс 

- място беше проверено чрез предикционната програмa Human Splicing Finder. Анализът на 

секвенцията показа възможността за използване на алтернативно сплайс - акцепторно 

място 50 нуклеотида навътре в екзон 22 (Раздел Дискусия, Фигура 59). Вариантът е описан 

в базите-данни като вероятно патогенен. 

 

 
Фигура 21. Вариант c.4252-4A>G, rs796053007 в интрон 21 на ген SCN1A: Секвенционен профил при 

индексния пациент EP499 и изследвана контрола. 

 

 

 

 



83 
 

 Вариант c.4980G>T, p.Met1654Ile, rs796053031 при пациент EP522 

 

Вариантът c.4980G>T е локализиран в екзон 26 от SCN1A гена. Резултат е от 

трансверсия на гуанин в тимин в позиция 4980 от кодиращата последователност (Фигура 

22) и като резултат се синтезира АК изолевцин вместо метионин в кодон 1654. Открит е  

при пациент EP522, момиче на три години с диагноза GEFS+ синдром. Началото на 

фебрилно - провокираните ГТКП е на една година и осем месеца, като честотата им е един 

пристъп на четири месеца. Детето е преживяло единичен SE с продължителност 10 

минути. Наблюдава се нестабилна походка със залитане във всички посоки. Лечението с 

валпроат дава добър отговор.  

Съществуват данни за фамилна обремененост: майка с един FS в кърмаческа 

възраст, братче със съмнение за парциална епилепсия и установена чрез ЯМР киста в 

областта на амигдалата. Бабата по майчина линия е с диагноза епилепсия от 6- годишна 

възраст, като последния регистриран пристъп е на 30 години. До момента не е изпратен 

материал от родителите, за да се уточни носителския статус при тях с цел допълнително 

изясняване патогенността на открития вариант. Вариантът rs796053031 не е описан досега 

в литературата, но е публикуван в базата да ClinVar, където е определен като вероятно 

патогенен. Предикционните програми също го оценяват като вероятно патогенен (Таблица 

20). 

 
Фигура 22. Вариант  c.4980G>T, p.Met1654Ile в екзон 26 на ген SCN1A; Секвенционен профил при 

индексния пациент EP522, сравнен с профила на здрава контрола. 

 

 Вариант c.3929T>C, p.Leu1310Pro при пациент EP527 

 

Вариантът е от тип промяна на смисъла и е локализиран в екзон 20 от SCN1A гена. 

Резултат е от транзиция на тимин в цитозин в 3929 позиция от кодиращата 

последователност (Фигура 23А) и като резултат се синтезира пролин вместо левцин в 

кодон 1310 (CTG/CCG). Той е установен при пациент EP527, момче на две години с 

типична клинична изява на DS. Роден е преждевренно с асфиксия и лекостепенна 

дилатация на латералните мозъчни вентрикули. Началото на пристъпите е на 9- месечна 
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възраст, с характер на фебрилно провокирани ГТКП. Честотата им е 1-2 пристъпа месечно, 

като се наблюдават и три SE. Скоро след старта на ГТКП започва да се наблюдава 

забавяне в развитието, моторни проблеми и атаксия. Проведеният ЯМР показва асиметрия 

на двата хипокампа. Наблюдаваните пристъпи при детето са с терапевтична резистентност, 

тъй като лечението с няколко вида медикаменти (диазепам, оксарбазепин, клоназепам, 

метилпреднизолон, леветирацетам) не дава резултат. Соматичният статус включва 

микрополиадения и дисморфичен фациес - изпъкнали фронтални тубери, високо чело, лява 

очна цепка по-голяма от дясната, глава с квадратна конфигурация, ниско разположени 

ушни миди. 

Вариантът не се откри при родителите (Фигура 23Б). Заменената АК е с висока 

еволюционна консервативност при няколко вида (Фигура 23В). В допълнение, трите 

предикционни програми Mutation taster, Polyphen и Provean го определят като вероятно 

патогенен (Таблица 20). Тези наблюдения, в комбинация с неговото de novo възникване 

заключихме, че той би могъл да е причината за епилептичния фенотип при EP527. 

 

 
Фигура 23. Вариант c.3929T>C, p.Leu1310Pro в екзон 20 на ген SCN1A: А. Секвенционни профили при 

индексния пациент и клинично здравите родители. Б. Родословно дърво на семейство 527, с означен 

носителски статус при изследваните членове. Със стрелка е показан индексния пациент EP527 в 

семейството. В. Еволюционна консервативност на заменената АК, сравнена при човек при няколко други 

вида. 

 

 Вариант c.2383-1G>A при пациент EP573 

Вариантът c.2383-1G>A е нов, неописан до този момент в литературните източници 

и засяга каноничното сплайс - акцепторно място AG на интрон 13 от SCN1A гена (Фигура 

24А). Той беше намерен при пациент EP573, момче на две години с диагноза GEFS+ 

синдром. Началото на ГТКП e на една година и пет месеца, като до момента няма отговор 

към проведеното лечение (валпроат, леветирацетам). Към момента детето е с нормално 



85 
 

психомоторно развитие. Няма данни за фамилна обремененост. Вариантът не беше открит 

при клинично-здравите родители (Фигура 24Б). Анализът на алтернативните сплайс-места 

чрез предикционни програми NetGene2 и Human Splicing Finder показа, че с най-висока 

степен на вероятност би могло да се използва AG динуклеотид, разположен 23 нуклеотида 

навътре в екзон 14 (Раздел Дискусия, Фигура 60). 

 

 
Фигура 24. Вариант c.2383-1G>A в интрон 13 на ген SCN1A: А. Секвенционни профили при индексния 

пациент EP573 и кличнно - здравите родители. Б. Родословно дърво на семейство 573, с означен носителски 

статус при изследваните членове. Със стрелка е показан индексния пациент EP573 в семейството. 

    

   4.1.5. Варианти с вероятно непатогенен ефект  

 

В резултат от настоящото проучване бяха открити общо шест варианта с вероятно 

непатогенен ефект в 10 пациенти от изследваната група (7,5%). Три от тях са рекурентни, 

наблюдаващи се при повече от един пациент, а три варианта са открити при единични 

пациенти. Пет от вариантите представляват несинонимни замени с промяна на смисъла, а 

един засяга канонично място, участващо в зреенето на предматричната РНК (Таблица 22). 

 

 

 

 

Таблица 22. Оценка на патогенността на установените „missense” варианти с вероятно непатогенен ефект в 

SCN1A генa с помощта на предиктивни програми Polyphen2, Provean и Mutation Taster. 

Вариант 
Оценка на патогенността 

Polyphen Provean Mutation Taster 

c.806G>C, p.Arg27Thr benign deleterious polymorphism 

c.1625G>A, p.Arg542Gln benign deleterious disease causing 

c.3488C>G, p. Thr1174Ser benign neutral polymorphism 

c.1811G>A; p.Arg604His benign deleterious disease causing 

c.5749C>G; p.Arg1928Gly benign neutral disease causing 
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4.1.5.1. Рекурентни варианти с вероятно непатогенен ефект 

 

 Вариант c.806G>C, p.Arg27Thr, rs121917906 

 

Вариантът rs121917906 се намира в екзон 1 от SCN1A гена и е резултат от 

трансверсия на гуанин в цитозин в позиция 80 от кодиращата последователност 

(AGA>ACA) (Фигура 25). Това води до замяна на аргинин с тирозин в кодон 27 

(p.Arg27Thr). Вариантът беше открит при трима пациенти от нашата група: EP516, EP550 и 

EP553. Пациент EP516 e момче на седем години от ромски произход с диагноза GEFS+ 

синдром и изоставане в НПР. Началото на фебрилно - провокираните ГТКП  e на 2-

годишна възраст, като до момента няма ефект от проведеното лечение с валпроева 

киселина. Няма данни за фамилна обремененост.  

Пациент EP550 e момче на пет години също от ромски произход с диагноза ИГЕ. 

Детето е родено от патологична бременност с кървене между III и VII месец, с асфиксия 

непосредствено след раждането и съмнение за фетален алкохолен синдром. Началото на 

непровокираните ГТКП е на 10- месечна възраст, детето е прекарало единичен SE. 

Допълнително се наблюдава изоставане в НПР с невъзможна самостоятелна походка, 

както и детска церебрална парализа с квадрипареза и хиперрефлексия. Ефект от 

досегашното лечение с леветирацетам, валпроат и клоназепам няма. Родителите не 

съобщават за фамилна обремененост. 

Пациент EP553 е момиче на три години от ромски произход с диагноза GEFS+ 

синдром. Началото на фебрилно - провокираните пристъпи е на 11- месечна възраст, с 

характер на ГТКП, като до момента са общо пет с продължителност от 1-5 минути. 

Психомоторното развитие е нормално. Има данни за фамилна обременост - майка и баща с 

единичен фебрилен пристъп в детството.  

В нито едно от трите семейства не проведохме сегрегационен анализ за 

допълнително изясняване на патогенността на варианта, поради непредоставяне на 

материал от родителите. В допълнение, предикционните програми дават противоречиви 

оценки относно патогенността му (Таблица 22). 

 

Фигура 25. Вариант c.806G>C, p.Arg27Thr в екзон 1 на ген SCN1A: А. Секвенционен профил при пациенти 

EP516, EP550 и EP553, сравнени със здрава контрола. 
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 Вариант c.1625G>A, p.Arg542Gln, rs121918817 

 

Вариантът rs121918817 се намира в екзон 10 от SCN1A гена и се дължи на 

транзиция на гуанин в аденин в позиция 1625 от кодиращата последователност (Фигура 

26). Това води до замяна на аргинин с глутамин в кодон 542. Заменената аминокиселина е 

част от DI-DII - свързвация участък на протеина. Вариантът беше открит при двама 

пациенти от изследваната група: EP420 и EP512.  

Пациент EP420 e момче на шест години от ромски произход с диагноза FS+. Старта 

на фебрилно-провокираните ГТКП е на една година. Възрастта на хоспитализация е 2-

годишна възраст, където в допълнение на пристъпите, се наблюдава нестабилна походка 

на широка основа. Има данни за фамилна обремененост: бащата е с единичен FS в детска 

възраст. Сегрегацонният анализ в семейството показа, че варианта е унаследен от него, 

докато при клинично-здравата майка липсва. 

Пациент EP512 е момиче на седем години от ромски произход и диагноза ИГЕ. 

Началото на ГТКП е на 10- месечна възраст като до момента има прекаран единичен SE. 

Допълнително се наблюдава изоставане в НПР. Лечението с валпроат дава добър отговор - 

наблюдава се 50% намаляване честотата на пристъпите. Фамилната анамнеза включва 

родственици по бащина и майчина линия с данни за епилептични пристъпи. Вариантът не 

сегрегира в семейството - отсъства при майка, първа братовчедка на майката и нейните 

деца (Фигура 26В). Не разполагахме с материал от бащата и неговите родственици, за да 

проведем сегрегационен анализ при тях.  

 

 

  

Фигура 26. Вариант c.1625G>A, p.Arg542Gln в екзон 10 на ген SCN1A: А. Секвенционни профили пациенти 

EP420 и EP512, сравнени със здрава контрола. Б. Родословно дърво на семейство 420, с означен носителски 

статус при изследваните членове. Със стрелка е показан индексния пациент EP420 в семейството. В. 

Родословно дърво на семейство 512, с означен носителски статус при изследваните членове. Със стрелка е 

показан индексния пациент EP512 в семейството. 
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 Вариант c.3488C>G, p. Thr1174Ser, rs121918799 

 

Вариантът rs121918799 е локализиран в екзон 17 от SCN1A гена. Дължи се на 

трансверсия на цитозин в гуанин в позиция 3488 от кодиращата последователност (Фигура 

27А), което води до синтез на АК серин вместо треонин в кодон 1174 (p. Thr1174Ser). 

Вариантът беше намерен при двама пациента от изследваната група: EP482 и EP544. 

Пациент EP482 е момиче от български произход и диагноза GEFS+ синдром. 

Дебютът на пристъпите е на 8- месечна възраст с генерализиран атоничен гърч, който в 

последствие еволюира в ГТКП. Честотата на пристъпите е три пъти месечно, като има 

данни за прекаран единичен SE. Наблюдава се нормално НПР. Отговорът към лечението с 

валпроат и леветирацетам е добър. Има фамилни данни за епилепсия: първи братовчед с 

единичен FS+, но не проведохме анализ за носителство в семейството, поради липса на 

материал от членовете му. 

Пациент EP544 е момиче на шест години, родено недоносено след майчино- 

фетална инфекция и кървене. В неонаталния период получава няколко афект-респираторни 

пристъпи, след което на фона на висока температура се появява фебрилен ГТКП и 

парциални пристъпи с адверзия на очите. В миналото е имала задръжка в развитието – по- 

късно проговорила и започнала да сяда, но в момента НПР е нормално. Няма ефект от 

настоящото лечение (валпроат, леветирацетам). Съществуват данни за фамилна 

обремененост: майка с единичен FS, по-малка сестра със съмнение за GEFS+ синдром. 

Проведеният сегрегационен анализ не показа наличие на варианта при тях, той не 

сегрегира в семейството (Фигура 27Б). В допълнение, предикционните програми 

единодушно определят варианта като неутрален към белтъчната структура и функция 

(Таблица 22). 
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Фигура 27. Вариант c.3488C>G, p. Thr1174Ser в екзон 17 на ген SCN1A: А. Секвенционен профил при 

пациенти EP482 и EP544, сравнени със здрава контрола. Б. Родословно дърво на семейство 544, с означен 

носителски статус при изследваните членове. Със стрелка е показан индексния пациент EP544 в 

семейството. 

 

      4.1.5.2. Нерекурентни варианти с вероятно непатогенен ефект 

 

 Вариант c.1811G>A, p.Arg604His, rs121918769 при пациент EP555 

 

Вариантът се намира в екзон 11 от SCN1A гена и е резултат от транзиция на гуанин 

в аденин в позиция 1811 от кодиращата последователност (CGT/CAT) (Фигура 29А). Това 

води до замяна на АК аргинин с хистидин в кодон 604 (p.Arg604His). 

Открит е при пациент EP555, момиче на 29 години със съмнение за ювенилна 

миоклонична епилепсия: JME. Първият пристъп е ГТКП на 11-годишна възраст, 

придружен със силно главоболие в комбинация с миоклонични пристъпи. Провокационен 

фактор се посочва стрес и психическо натоварване. В допълнение, пациентката има 

психически отклонения при наличие на нормално интелектуално развитие (получава паник 

- атаки, диагноза обсесивно-компулсивно разстройство), които контролира с прием на 

медикаменти. По отношение на епилепсията, лечението е с валпроат и ламотрижин, които 

водят до 50% намаляване на пристъпите, но не и до пълното им изчезване. 

 
Фигура 28. Родословно дърво на семейство 555, с означен носителски статус при изследваните членове. Със 

стрелка е показан индексния пациент EP555 в семейството. 
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Има данни за фамилност: по-малка сестра с миоклонични и ГТКП с начало в по 

късна възраст - 18 години. Проведеният анализ при родствениците показа, че варианта не 

сегрегира с клиничния фенотип в семейството: отсъства при засегнатата сестра и здрава 

майка, а е унаследен от здрав баща (Фигура 28).  

 

 Вариант c.5749C>G, p.Arg1928Gly, rs121917956 при пациент EP513 

 

Вариантът е локализиран в екзон 26 от SCN1A гена и е резултат от трансверсия на 

цитозин в гуанин в позиция 5749 от кодиращата последователност (CGC/GGC) (Фигура 

29Б), което води до синтез на АК глицин вместо аргинин в кодон 1928 (p.Arg1928Gly). 

Беше открит при пациент EP513, момиче на седем години с диагноза атипична епилепсия 

и съмнение за GEFS+ синдром. Първият пристъп е с характер на ГТКП на 5-годишна 

възраст, провокиран от висока температура. Впоследствие се появяват и миоклонии. 

Съществуват фамилни данни за епилепсия в семейството: брат на бабата по бащина линия 

с FS+ с начало на 2- годишна възраст и продължителност на пристъпите две години. 

Проведеният сегрегационен анализ не откри варианта при клинично-здравата майка. Не 

разполагахме с материал от бащата, за да проведем анализ за носителство при него. 

Допълнително, предикционните програми дават противоречиви оценки относно 

патогенността на p.Arg1928Gly (Таблица 22). 

 

 
Фигура 29. Секвенционни профили на пациенти EP555 и EP513, сравнени със здрава контрола. A. Вариант 

c.1811G>A, p.Arg604His в екзон 11 на ген SCN1A при EP555. Б. Вариант c.5749C>G, p.Arg1928Gly при 

пациент EP513. 

 

 Вариант c.603-91G>A, CS096242 при пациент EP477 

 

Молекулният полиморфен вариант е локализиран в интрон 4 и засяга консенсусно 

донорно сплайс-място, необходимо за правилното зреене на иРНК. Вариантът беше 

намерен в пациент EP477, момиче на четири години с изява на фебрилно-провокирани 

ГТКП с начало на 1- годишна възраст. Съществуват фамилни данни за епилепсия в 

семейството: баща с фебрилни пристъпи и текущо лечение с валпроат. Проведеният 
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сегрегационен анализ показа, че варианта се намира в хетерозиготно състояние при него, 

както и при здравата майка, а в хомозиготно състояние - в клинично здравия брат на 

пробанда (Фигура 30). 

По литературни данни, намереният интронен вариант не е достатъчна причина за 

изява на епилептични пристъпи, но се явява рисков фактор за развитие на FS+ (Раздел 

Дискусия; 242,243). 

 

 
Фигура 30. Родословно дърво на семейство 477, с означен носителски статус при изследваните членове. Със 

стрелка е показан индексния пациент EP477 в семейството. 

 

4.2. Резултати от MLPA анализа на SCN1A гена 

 

Директното секвениране по Сангер не може да детектира цялостно екзонни 

делеции/дупликации, както и по-големи промени в броя копия от фрагменти, съдържащи 

целия ген. За тази цел използвахме метода на мултиплексен амплификационен анализ на 

лигирани проби (MLPA). 

При пациентите със съмнение за DS, при които не открихме патогенен точков 

вариант (n=5; 50%), както и при част от пациентите с ИГЕ/ГГЕ (n=10) проведохме MLPA 

анализ за търсене на екзонни делеции или дупликации в SCN1A гена. Проведеният MLPA 

анализ не доведе до откриване на патогенни копийни варианти, засягащи SCN1A гена в 

изследваната група пациенти. 

 

4.3. Резултати от секвенционния анализ на SLC2A1 гена 

 

   4.3.1. Клиничен материал 

 

В настоящото проучване, за изследване на SLC2A1 гена чрез директно секвениране 

по Сангер бяха включени 14 пациенти със съмнение за GLUT1 дефицит, 10 пациенти с 

ИГЕ/ГГЕ в комбинация с интелектуален дефицит или изоставане в НПР, 10 пациенти с 

МАЕ и седем пациенти с детска абсансна епилепсия (САЕ) (n=41). Подгрупа CAE се 

характеризират с наличие на генерализирани абсанси със старт в детска възраст (около 
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четири години) без данни за допълнителни невропсихиатрични проблеми. При подгрупа 

ИГЕ/ГГЕ, се включват пациенти с изява на различни типове непровокирани пристъпи, в 

това число и абсанси, както и изоставане в НПР и/или когнитивно поведенчески проблеми 

без ясна етиология. При подгрупата със съмнение за GLUT1 дефицит се наблюдават най- 

характерните за синдрома черти, но не и пълния спектър от типична GLUT1 DS 

симптоматика – основно генерализирани абсанси, ГТКП, миоклонични пристъпи, 

микроцефалия, ИД, а понякога и моторни проблеми.  

 

   4.3.2. Молекулярно-генетично изследване 

 

В рамките на настоящото проучване беше проведен секвенционен анализ на 

всичките 10 екзона, както и екзон - интронните граници от SLC2A1 гена (ОМIM: 138140, 

транскрипт: ENST00000426263.8). Условията за амплификация и секвениране бяха 

оптимизирани, както е показано в Раздел Материали и методи, таблици 3, 4 и 5, 

използвайки праймери, чийто секвенции са показани в Приложение 6. Всички генерирани 

последователности от гена бяха сравнени с референтна секвенция NM_006516 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Намерените варианти бяха проверени в наличните 

обществени бази-данни ExAc, ClinVar, dbSNP, HGMD. Ефектът върху белтъка, както и 

патогенността на новооткритите варианти беше оценен чрез използването на 

предикционните програми Polyphen2, Provean/SIFT и Mutation Taster. В резултат от 

настоящото проучване, открихме две неописани досега в литературата точкови мутации 

при двама пациенти с различен фенотип от изследваната група: една трансверсия от тип 

промяна на смисъла (missense) и един вариант, водещ до прекъсване на рамката на четене 

(nonsense). 

 

 Вариант c.480C>A, p.His160Gln при пациент EP219 

 

Мутацията c.480C>A засяга екзон 4 от SLC2A1 гена и е резултат от трансверсия на 

цитозин в аденин в 480 позиция от кодиращата последователност (Фигура 31А), с което се 

синтезира АК глутамин вместо хистидин в кодон 160 (CACCAA). Вариантът е открит 

при пациент EP219, момче на 13 години с електро-клинични данни за CAE/JME. 

Заболяването започва на 10- годишна възраст, когато родителите забелязват втренчване, 

детето става неконтактно в продължение на 1-2 минути, след което се наблюдава 

обръщане на главата и потрепване на крайниците, стегната челюст, периорална цианоза, с 

последващо главоболие, сънливост и отпуснатост за кратко.  

Съществуват данни за епилепсия в семейството - баща с един FS+ в детството и 

сестра с единичен FS+ през първата година от живота. Проведеният сегрегационен анализ 

показа, че p.His160Gln е унаследен от бащата, но не присъства в засегнатата сестра 

(Фигура 31Б). Той засяга еволюционно консервативна АК (Фигура 31В) и е неописан 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/


93 
 

досега в литературата и базите–данни. В допълнение, предикционните програми 

единодушно го определят като увреждащ белтъчната структура. 

 

 

Фигура 31. Вариант c.480C>A, p.His160Gln в екзон 4 на ген SLC2A1: А. Секвенционен профил при 

индексния пациент, сравнен със здрава контрола. Б. Родословно дърво на семейство 219, с означен 

носителски статус при изследваните членове. Със стрелка е показан индексния пациент EP219 в 

семейството. В. Еволюционна консервативност на заменената АК, сравнена при човек при няколко други 

вида. 

 

 Вариант c.1078C>T, p.Gln360Ter при пациент EP162 

 

Вариантът засяга екзон 9 от SLC2A1 гена и е резултат от транзиция на цитозин в 

тимин в позиция 1078 от кодиращата последователност (Фигура 32А). В резултат се 

променя кодон 360 за АК глутамин в стоп-кодон (CAG/TAG) и като резултат се прекъсва 

рамката на четене, небходима за синтезата на интактен белтък.  

Вариантът беше намерен при пациент EP162, 12- годишно момиче с изява на 

разнообразни пристъпи и изоставане в НПР. Заболяването започва на възраст от две 

години с поява на непровокирани ГТКП 1-3 пъти дневно, в комбинация с миоклонични и 

атонични пристъпи. В допълнение се наблюдават понижен мускулен тонус, тремор и лека 

атаксия. Детето е имало затруднения в училище, лек ИД и депресивни състояния. 

Анализът на концентрацията на глюкоза в кръвта, сравнена с тази в цереброспинална 

течност (ЦСТ) показва ниско съотношение ЦСТ/кръвна глюкоза= 0.38 mmol/l. Лечението с 

валпроат и топирамат не показва съществен ефект - към днешна дата пациента има редки 

атонични пристъпи. Няма данни за фамилна обремененост. Проведеният сегрегационен 

анализ показа, че вариантът липсва при здравите родители (Фигура 32Б). 
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Фигура 32. Вариант c.1078C>T, p.Gln360Ter в екзон 9 на ген SLC2A1. А. Секвенционен профил пациент 

EP162, сравнен със здрава контрола. Б. Родословно дърво на семейство 162, с означен носителски статус при 

изследваните членове. Със стрелка е показан индексния пациент EP162 в семейството. 

 

4.4. Резултати от MLPA анализа на SLC2A1 гена 

 

За търсене на екзонни делеции и дупликации в SLC2A1 гена включихме 13 

пациенти от подгрупа GLUT1 DS, при които не бяха открити патогенни точкови варианти. 

MLPA анализът при тях не установи наличие на промени в броя копия, засягащи SLC2A1 

гена.  

 

4.5. Резултати от секвенционния анализ на KCNQ2 гена 

 

   4.5.1. Клиничен материал  

В молекулярно-генетичното изследване чрез директно секвениране на ген KCNQ2 

бяха включени 15 пациенти от неродствени фамилии, с данни за непровокирани 

епилептични пристъпи и електро-клиничен синдром през първата година от живота. 

Клиничното изследване показа, че осем от тях представляват фамилни случаи на 

класически бенигнени фамилни неонатални конвулсии (BFNC), а при пет пациенти със 

същата диагноза заболяването протича като изолиран клиничен случай в семейството. 

Наблюдаваните епилептични пристъпи са тонични, или тонично-клонични, като при 

всички пациенти се появяват в рамките на първите четири месеца от живота, придружени 

от периорална цианоза. Двама от пациентите от изследваната група са със съмнение за 

неонатална епилептична енцефалопатия, при които след старта на пристъпите основно с 

тонично-клоничен характер, се наблюдава постепенен регрес в НПР, като при единия 

пациент има данни за фамилност, а при другия няма.  
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   4.5.2. Молекулярно – генетично изследване 

Като първа стъпка в настоящото проучване, бяха амплифицирани и секвенирани по 

метода на Сангер всички 17 екзона и екзон-интронни граници от KCNQ2 гена (ОМIM: 

602235) (транскрипт ENST00000359125.6). Използвахме набор от праймери (Приложение 

5), публикувани от Claes и съавтори (244), като условията за амплификация и секвениране 

бяха оптимизирани, както е показано в Раздел Материали и методи, таблици 3 и 4. 

Продуктите на PCR реакцията бяха визуализирани на агарозен гел и подложени на 

секвениране.  

В резултат от секвенирането по Сангер открихме два точкови варианта в KCNQ2  

гена – непубликуван досега сплайс–място вариант и известна мутация с промяна на 

смисъла при двама пациенти от изследваната група.  

 

 Вариант c.1525-2A>G, IVS13-2A>G в семейство 417 

В настоящото проучване беше открит нов хетерозиготен сплайс-акцепторен 

вариант c.1525-2A>G, IVS13-2A>G, засягащ  сплайс-акцепторното място на интрон 13 в 

KCNQ2 гена (Фигура 33А). Вариантът беше намерен при момче на една година, родено от 

втора нормално протекла бременност и раждане. На втория ден след раждането получава 

единичен клоничен пристъп с продължителност от няколко секунди. На следващия ден 

получава втори пристъп със същите характеристики, в комбинация с цианоза, които 

прогресират в ГТКП. След назначаване на лечение с фенобарбитал, пристъпите 

постепенно изчезват.  Проведеният сегрегационен анализ при семейство 417 показа, че 

сплайс - вариантът е унаследен от бащата, с данни на BFNC в неонаталния период, 

постепенно изчезнали в по-късните етапи от живота. Вариантът липсва при клинично 

здравите майка и по-малък брат (Фигура 33Б).  

 
Фигура 33. А. Електрофоретичен профил на мутацията c.1525-2A>G, IVS13-2A>G при 1. Пациент 417 и 2. 

здрава контрола. Б. Сегрегационен анализ на семейство 417; Със стрелка е показан индексния пациент 

EP417; n- нормален алел; m- мутантен алел. 
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 Вариант c.998G>A, p.Arg333Gln в семейство EP253 

Вариантът е от типа промяна на смисъла, засяга екзон 7 от KCNQ2 гена, резултат от 

транзиция на гуанин в аденин в позиция 998 от кодиращата последователност (Фигура 

34А), което води до синтеза на АК глутамин вместо аргинин в кодон 333 (CGGCAG). 

Вариантът беше намерен при 7- годишно момче, родено от патологично протекла 

бременност с рекурентен генитален херпес. На 4- месечна възраст започват парциални 

тонично–клонични пристъпи в комбинация с цианоза и девиация на очите. Заради по- 

късния старт на пристъпите се поставя диагноза BFNIC. Постепенно пристъпите стават по- 

чести с продължителност от няколко секунди до една минута. Лечението с валпроат, 

оксарбазепин и диазепам не дава съществени резултати. В последствие се наблюдава 

отшумяване на пристъпите, докато на възраст от една година и 10 месеца настъпва 

единичен пристъп с цианоза след удар в главата. Следващият пристъп настъпва на 3-

годишна възраст, когато по време на сън се наблюдава стягане на ръцете в юмруци и 

издаване на стенещи звуци. Тези два последователни пристъпа са с Роландова 

характеристика. Следва лечение с карбамазепин, след което се наблюдава постепенното им 

изчезване. 

Съществуват данни за фамилна обремененост в семейството: баща с неонатални 

конвулсии в детството, постепенно отшумели в по-късните етапи от живота и по-малък 

брат с диагноза BFNC. Проведеният сегрегационен анализ показа наличие на варианта при 

тях и отсъствието му при здравата майка (Фигура 34Б).  

 
Фигура 34. Вариант c.998G>A, p.Arg333Gln в екзон 7 на ген KCNQ2. А. Секвенционни профили при 

индексния пациент и здрава контрола. Б. Родословно дърво на семейство 253, с означен носителски статус 

при изследваните членове. Със стрелка е показан индексния пациент EP253 в семейството. 
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4.6. Резултати от MLPA анализа на KCNQ2 гена 

Пациентите, при които не бяха установени точкови мутации и/или малки 

инсерции/делеции при секвенирането на ген KCNQ2, бяха включени в изследване за 

търсене на по-големи делеции/инсерции, обхващащи цели екзони на KCNQ2 или целия 

ген, чрез метода MLPA.  

Беше установена една хетерозиготна делеция на целия ген KCNQ2 (20q13.3), при 

пациент EP383 с BFNC (Фигура 35Б). Делецията е възникнала de novo, тъй като 

родителите на пациента притежават по две копия на KCNQ2 гена. Пациент EP383 е момиче 

на една година, родено от нормално протекла бременност. На 5- дневна възраст получава 

фокален тонично–клоничен пристъп с цианоза, девиация на очите и главата и 

продължителност от около една минута. През следващите 24 часа подобни конвулсии се 

повтарят 10 пъти. След лечение с фенобарбитал пристъпите постепенно изчезват. Пациент 

EP383 има нормално психомоторно развитие.  

Фрагментният MLPA анализ показа, че делецията вероятно започва от KCNQ2 гена, 

тъй като сондата, която хибридизира в ген EEF1A2, разположен в 5’- посока спрямо 

KCNQ2 и в близост до него, е в 2 копия. Тя обаче се простира извън KCNQ2 гена, тъй като 

се установява по едно копие, както на сондите за 17-те екзона на KCNQ2 гена, така и на 

сондата, която хибридизира в ген CHRNA4, разположен в 3’- посока спрямо KCNQ2 

(Фигура 35А,Б). Впоследствие беше извършен микрочиповия анализ на сравнителна 

геномна хибридизация (аCGH) с цел установяване на размера и границите на делецията, 

който показа, че тя е с размер 411 Кб и засяга осем OMIM гена, два от които са свързани с 

електро-клиничен фенотип (Раздел Дискусия, Фигура 66). 

 

 
Фигура 35. А. Схематично разположение на гените в хромозомен район 20q13.3. Б. Резултат от МLPA 

анализ в ген KCNQ2 при пациент EP383 с делеция в хромозомен район 20q13.3. 
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4.7. Резултати от микрочиповия анализ 

   4.7.1. Подбор на пациенти 

При пациентите с тежки синдромни състояния, при които освен епилепсията се 

наблюдават и допълнителни синдромни черти, засягащи различни системи, бе проведен 

микрочипов анализ чрез метода на сравнителна геномна хибридизация - aCGH (array 

Comparative Genomic Hybridization) за търсене на големи геномни промени в броя копия 

(Copy Number Variations - CNVs). Тези небалансирани промени представляват загуба 

(делеции) или придобиване (дупликации)  на генетичен материал от хромозомите и могат 

да засегнат както един, така и множество гени, отговорни за нормалното ембрионално 

развитие и/или гени, играещи роля в генерирането, предаването на нервния импулс и 

комуникацията между отделните неврони. Пациентите, при които се наблюдава придобит 

регрес в НПР след началото на пристъпите бяха изследвани за SCN1A точкови мутации и 

вътрегенни делеции, за да се изключи вероятността за DS. Пациентите с изява на абсансни 

пристъпи, както и проблеми с моториката и наличие на различен по тежест ИД бяха 

скринирани за точкови мутации и/или вътрегенни промени в броя копия в SLC2A1 гена 

чрез директно секвениране и/или MLPA, за да се изключи възможността за GLUT1 DS или 

друг електро-клиничен синдром, асоцииран с мутации в този ген. Друга част от 

пациентите бяха насочени директно за извършване на микрочипов анализ, поради 

наличието на по-тежък синдромен фенотип (Таблица 23).  

Таблица 23. Брой подбрани пациенти и извършени анализи при тях 

Клиничен фенотип Тип анализ Брой пациенти 

Рефрактерни фебрилно -

провокирани ГТКП, 

изоставане в НПР 

Директно секвениране на SCN1A 29 

MLPA анализ на SCN1A 20 

Микрочипова СГХ 29 

Абсанси, двигателни 

нарушения, ИД, когнитивно-

поведенчески нарушения 

Директно секвениране на SLC2A1 25 

MLPA анализ на SLC2A1 14 

Микрочипова СГХ 25 

Допълнителни общи и лицеви 

дисморфизми, мозъчни 

аномалии 

Микрочипова СГХ 39 

Общ брой пациенти, подбрани за изследване чрез aCGH 93 

 

 

В микрочиповия анализ бяха включени 93 пациенти (50 момчета и 43 момичета) на 

възраст между една и 22 години. Петдесет и четири от пациентите бяха събрани в рамките 

на настоящото проучване, а 39 бяха селектирани от ДНК банката на ЦММ, събрани в 
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предишни години. Те бяха подбрани на базата на два основни критерия: наличието на 

епилептични пристъпи и интелектуален дефицит с или без наличие на вродени аномалии и 

поведенчески проблеми. При 47 пациенти (51%) има данни за фамилна обремененост в 

семейството за епилепсия и/или ИД, а 46 пациенти (49%) представляват спорадични 

случаи. Почти всички имат разнообразни по тип епилептични пристъпи (97%) и различна 

степен на ИД (99%), поведенчески проблеми от аутистичния спектър (43%), общи и 

лицеви дисморфизми (53%), забавена реч или пълната й липса (46%), микроцефалия 

(15%), двигателни нарушения (38%) и структурно-мозъчни аномалии (31%) (Фигура 

36А,Б,В,Г,Д). В изследваната група най-разпространения тип пристъпи е ГТКП (66%), 

следвани от миоклоничните (20%) и абсансите (18%) (Фигура 36А). Оценката на IQ 

показва лека форма на ИД при 32% от пациентите, умерен ИД при 22%, тежък ИД при 

14%, неопределен по тежест ИД при 21% от пациентите и 11% малки деца на възраст под 2 

години с изоставане в НПР (Фигура 36Б).  

 
Фигура 36. Типове клинични фенотипове и разпределението им по брой пациенти, в които се срещат.  

Забележка: при повечето пациенти се срещат повече от една клинична характеристика от съответната 

категория.   
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   4.7.2. Молекулярно-генетично изследване 

В резултат от микрочиповия анализ чрез метода на аCGH открихме патогенни 

вариации и такива с неясно клинично значение в 23 от общо 93 пациенти от изследваната 

група (24.7%). От тях общо 15 патогенни или вероятно патогенни копийни варианти бяха 

открити в 14 пациенти (15.1%).  Осем CNVs са асоциирани с известен микроделеционен 

или дупликационен синдром, позволяващи да се постави генетичната диагноза при 8.6% от 

пациентите в настоящото проучване. Вероятно патогенни CNVs, неасоциирани с известен 

синдром, но от потенциален интерес за бъдещи проучвания бяха намерени при седем 

пациенти от изследваната група (7.5%) (Таблица 24). Три дупликации бяха класифицирани 

като такива с неясно клинично значение и вероятно непатогенен ефект (Unknown Clinical 

Significance – likely benign UCS), а шест аберации – като UCS, неподлежащи на 

подкласификация (no subclassification UCS), съгласно критериите за класификация на 

Американския Колеж по Медицинска Генетика (229). Те бяха открити при общо девет 

пациенти от изследваната група (9.7%) (Приложение 7).  Сигурно патогенните аберации 

бяха открити при шест момичета и две момчета, докато вероятно патогенните UCS бяха 

открити при пет момчета и две момичета (EP405 и EP424). Пациент EP424 носи две 

делеции – една, засягаща район, свързан с микроделеционен синдром и друга вероятно 

патогенна UCS (Таблица 25). Част от пациентите бяха скринирани предварително за 

наличие на патогенни варианти в SCN1A гена (n=7; пациенти EP424, EP385, EP539, EP498, 

EP327, EP381, EP419), в SLC2A1 гена (n=2; пациенти EP166, EP223), a пет пациенти бяха 

директно изследвани чрез микрочипов анализ, поради наличието на комплeксно 

синдромно състояние, включващо допълнителни вродени аномалии (n=5; пациенти EP270, 

EP437, EP324, EP405, EP222). Всички вероятно патогенни UCS не бяха открити в базата–

данни DGV, съдържаща CNVs, открити в здрави контролни индивиди от общата 

популация. Вероятно непатогенните UCS и тези, които не подлежат на подкласифициране 

бяха намерени при пет момчета и четири момичета от изследваната група. 

Впоследствие намерените аберации, представляващи клиничен интерес (сигурно 

патогенни и вероятно патогенни UCS) бяха потвърдени чрез количествен PCR в реално 

време. За целта бяха използвани ДНК от здрави контролни индивиди, при които е прието, 

че са с нормален брой копия в изследваните райони. Техните профили бяха сравнени с 

профилите на интересуващите ни тестови фрагменти от изследваните пациенти. Там, 

където съществува дуплицирано копие от тестовия фрагмент, се наблюдава достигане на 

логаритмична фаза на амплификация в по-ранните цикли от qPCR експеримента 

(например Фигура 44). Там, където наблюдавахме делетирано копие от интересуващия ни 

фрагмент, достигането на логаритмичната фаза на амплификация става в по-късен цикъл 

от qPCR експеримента, в сравнение с броя цикли, необходими да натрупване на продукт 

при контролните индивиди и вътрешните контролни фрагменти (например фигура 38Б). 

Анализът на получените резултатите се извърши с помощта на ∆∆Ct метода на 

относително количествено определяне (Relative Quantification- RQ стойност). 
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Таблица 24. Сигурно патогенни и вероятно патогенни геномни пренареждания при 14 пациента, открити 

чрез аCGH 
Пробанд aCGH резултат 

(ISCN,2013 (393)) 

(GRCh37/hg19) 

Размер 

(Mб) 

Унаследяв

ане 

RefSeq 

гени 

OMIM гени Оценка на 

патогенно

сттта 

166 

17q12(34,360,846-

36,216,399)x3 

1.856 N/A.* 

засегната 

сестра 

носител 

33 ACACA, 

CCL3L3, 

HNF1B, PIGW 

патогенна 

424 
1p36.33(1,157,375-

1,706,192)x0 0.549 N/A 35 

B3GALT6, 

DVL1, ATAD3A, 

TMEM240 патогенна 

16p13.3(571,779-

798,340)x1 0.227 N/A 28 STUB1, CCDC78 

вероятно 

патогенна 

539 

2q24.3q31.1(164,807,751

-170,315,525)x1 5.51  de novo 30  

GALNT3, 

TTC21B, SCN1A, 

SCN9A, 

ABCB11, LRP2, 

SCN2A патогенна 

437 

2q24.1q24.3(159,156,845

-167,711,717)x1 8.555 N/A 55 

ITGB6, IFIH1, 

SCN2A, 

GALNT3, 

TTC21B, SCN1A, 

SCN9A патогенна 

270 1p34.2(43,251,879-

43,416,139)x1 0.165 de novo 6 ERMAP, SLC2A1 патогенна 

324 6q26(162,707,603-

163,050,403)x3 0.343 de novo 1 PARK2 патогенна 

385 7p22.3(83,325-

1,008,710)x1 0.925 N/A 12 

FAM20C 

HEATR2 патогенна 

498 7q31.1(111,194,597-

111,333,959)x1 0.139 N/A IMMP2L - патогенна 

405 

15q13.3(32,016,364-

32,514,980)x3 0.499 

N/A; 

засегнат 

брат 

носител 2 

CHRNA7 

OTUD7A 

вероятно 

патогенна 

223 9q33.1(119,303,085-

119,990,036)x3 

0.687 N/A 5 TRIM32, ASTN2 вероятно 

патогенна 

327 6p25.1(5,259,570-

5,359,994)x0 0.100 

унаследена 

от майка 2 LYRM4; FARS2 

вероятно 

патогенна 

222 10q21.3(68,181,834- 

68,292,471)x1 0.111 N/A 

1 CTNNA3 вероятно 

патогенна 
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381 

15q13.1(29,096,386-

29,498,094)x3 

0.402 унаследена 

от майка; 

баба 

хетерозигот

ен носител  

1 APBA2 вероятно 

патогенна 

409 

15q22.31(64,242,830-

65,570,262)x1 

1.32 N/A 25 PPIB, ACP33, 

MTFMT, 

KBTBD13, CILP, 

CSNK1G1 

вероятно 

патогенна 

*не е проведен сегрегационен анализ при родителите, поради липса на материал от тях 

      4.7.2.1. Патогенни хромозомни микроаберации 

 Пациент EP166 

Момиче на 10 години с изява на епилептични пристъпи, лек ИД, задръжка в 

развитието на речта и поведенчески проблеми. В резултат от aCGH анализа открихме 

1.856 Mб дупликация в 17q12 региона (Таблица 24, пациент 166; Фигура 37А): 

arr[hg19]17q12(34,360,846-36,216,399)x3. Детето е с лека степен на ИД и абсансни ГТКП, 

умерени по тежест паметови затруднения, личностови нарушения – нервна, неспокойна, 

нетърпелива, раздразнителна, агресивна. Вниманието е неустойчиво, с недостатъчна 

концентрация и превключваемост, наблюдват се стереотипии. Предварително проведеният 

секвенционен анализ не доведе до откритие на патогенен точков вариант в SLC2A1 гена. 

Потвърдителният qPCR показа, че дупликацията присъства и при засегнатата 

сестра, също с абсансна епилепсия (Фигура 37Б). Съществува фамилност за заболяването в 

семейството - освен двете сестри с епилепсия, тяхното братче има ИД, но той, както и 

родителите, не предоставиха материал за провеждане на сегрегационен анализ.  

 Фигура 37. А. Геномен 

профил на район 17q12 при 

пациент EP166, анализиран 

чрез Cutosure Interpret 

Software (OGT). Б. Криви на 

амплификация чрез qPCR 

анализ на тестов фрагмент от 

PIGW гена, част от 17q12 

региона и контролен 

фрагмент от GNA12 гена при 

пациент 166 и нейната сестра 

сравнени с профилите на 

контролни здрави индивиди. 
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 Пациент EP424 

Mомиче на шест години с диагноза криптогенна парциална епилепсия и леко 

нарушение в НПР. Секвенирането на SCN1A гена не доведе до откритие на патогенен 

вариант. Проведеният aCGH анализ показа наличие на 549 Кб хомозиготна делеция в 

1p36.33 района (Фигура 38А; Таблица 24, пациент 424): arr[hg19]1p36.33(1,157,375-

1,706,192)x0. В допълнение, при EP424 установихме 227 Kб хетерозиготна делеция в 

район 16p13.3 с вероятно патогенен ефект: arr[hg19]  16p13.3(571,779-798,340)x1 (Фигура 

38Б). Двете делеции бяха потвърдени чрез qPCR анализ (Фигура 38В). Пациентката е 

адоптирана, поради което не бе възможно провеждане на сегрегационен анализ при 

родителите. 

Епилептичните пристъпи се появяват на 26- дневна възраст на фона на 

респираторна инфекция, провокирани от висока температура. В последствие, между 6- 

месечна и 4- годишна възраст се проявяват при заспиване и събуждане шест гърча без 

фебрилна провокация с наличие на цианоза и апнея. Всички пристъпи са с 

продължителност от около една минута. Пациентката има леко изоставане в НПР, 

локомоторна статична атаксия със залитане във всички посоки, лека спастичност в 

стъпалата двустранно, както и поведенчески проблеми: хиперактивно поведение, 

полуразбираема реч, говори за себе си в трето лице. 

 

 Пациенти EP437 и EP539 

При пациенти EP437 и EP539 чрез аCGH бяха открити делеции, засягащи райони 

2q24.1q24.3 и 2q24.3q31.1, разположени върху дългото рамо на хромозома 2 с размери 8.55 

Мб и 5.51 Мб съответно: arr[hg19]2q24.1q24.3(159,156,845-167,711,717)x1 (Таблица 24, 

пациент EP437; Фигура 39А) и arr[hg19]2q24.3q31.1(164,807,751-170,315,525)x1 (Таблица 

24, пациент EP539; Фигура 39Б). Впоследствие и двете делеции бяха потвърдени чрез 

количествен PCR  в реално време (Фигура 39В). 

Пациент EP437 е момиче на една година с тежък неврологичен фенотип и 

установен още в първите дни малформативен синдром - хейлогнатопалатосхизис, 

хипертелоризъм, малки очни цепки, ниско разположени и лошо моделирани ушни миди, 

двустранни колобоми на ириса и ретината, микроцефалия. Проведеното през шести месец 

КТ изследване разкрива асиметрия на вентрикулите с по-широк ляв страничен вентрикул, 

разширени субарахноидни пространства. Пациентката има изоставане в НПР, рефрактерни 

ГТКП, амблиопия, мускулна хипотония, лош контрол на главата, невъзможен 

самостоятелен седеж, без рефлекс на ходене. Поради сложната синдромна симптоматика 

ние се насочихме директно към провеждане на микрочипова aCGH. 

Пациент EP539 е момиче на две години с медикаментозно-резистентна епилепсия, 

съмнение за епилептична енцефалопатия и леко изоставане в НПР. Проведеният ЯМР 

разкрива изтъняване на корпус калозум във всичките си отдели, разширени субарахноидни 

пространства, данни за незавършена миелинизация, както и атрофични промени на двете 
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мозъчни хемисфери. Към днешна дата при детето не се наблюдава прогрес в развитието: 

не седи, няма опора, обръща се до странично положение, наблюдават се клонуси в краката, 

не гука, не следи, не фиксира с поглед. 

Първоначално изследвахме пациентката в ЦММ за точкови мутации в SCN1A гена в 

рамките на проект Грант: ДТК09/2009, като резултата бе отрицателен. Поради леко 

повишените нива на лактат е изказано съмнение за метаболитно заболяване, като 

проведените метаболитни изледвания в друга лаборатория също са отрицателни. Една от 

диференциалните диагнози е пиридоксин-зависима епилепсия, поради което е проведен 

молекулярно-генетичен анализ на ALDH7A1 гена, който не води до откриване на патогенен 

вариант. Впоследствие се прoвежда таргетно екзомно секвениране в чуждестранна 

лаборатория за търсене на точкови мутации и/или малки инсерции и делеции в 97 гена, 

свързани с различни форми на ранна детска епилептична енцефалопатия (EIEE), което 

също е отрицателно. Родителите се свързаха с ЦММ за втори път, при което ние 

извършихме микрочипов анализ, който разкри наличието на хетерозиготна делеция в 

район 2q24.3q31.1, засягащ SCN- генния клъстер (Фигура 39Б).  

 

 

Фигура 38. Геномен профил на хромозоми 1 и 16 при пациент EP424, анализирани чрез Cytosure Interpret 

Software (OGT). A. Делеция в хромозомен район 1p36.33. Б. Делеция в хромoзомен район 16p13.3. В. Криви 

на амплификация чрез qPCR анализ на тестов фрагмент от MXRA8 гена, част от 1p36.33 региона и контролен 

фрагмент от GNA12 гена при пациент 424 и при контролните индивиди. 

 



105 
 

 

 Пациент EP270 

Чрез aCGH беше намерена и микроделеция в 1p34.2 с размер 165 Kб, засягаща 

SLC2A1 гена (Таблица 24, пациент 270; Фигура 40А): arr[hg19]1p34.2(43,251,879-

43,416,139)x1. Делецията беше намерена при момче на 13- годишна възраст със диагноза 

метаболитна енцефалопатия, вродена катаракта и изказано съмнение за нарушен глюкозен 

толеранс при нормални нива на глюкоза в плазма. Пациентът е роден от втора патологично 

протекла бременност (контракции, вирусни инфекции на майката) с вродена катаракта и 

микрофталмия, впоследствие коригирани хирургично. Налична е фамилна обремененост за 

доброкачествена хематурия. На 5- месечна възраст се появяват абсансни ГТКП, 

впоследствие и миоклонични, и миоклонично-астатични пристъпи. Наблюдава се 

постепенен регрес в НПР. Пациент EP270 показва нарушена походка, атаксия, 

конвергентен страбизъм, гинекомастия. Морфологично се наблюдава асиметричен гръден 

кош с изпъкване на дясната гръдна половина, както и хиперпигментиран участък на гърба 

с размер 3 см. Проведеният ЯМР показва наличие на двустранна темпорална дисплазия. В 

допълнение, пациентът има данни за затлъстяване, хиперхолестеролемия и горно-гранични 

нива на лактат. 

Една от суспектните диагнози е митохондриална енцефалопатия, като проведените 

изследвания не водят до откриване на патогенни точкови мутации или 

 
Фигура 39. Геномен профил на райони 2q24.1q24.3 и 2q24.3q31.1 при пациенти EP437 и EP539, 

анализирани чрез Cytosure Interpret Software (OGT). A. Делеция в 2q24.1q24.3 при EP437. Б. Делеция в 

2q24.3q31.1 при EP539. В. Криви на амплификация чрез qPCR анализ на тестов фрагмент от SCN1A гена, 

част от 2q24 региона и контролния фрагмент от GNA12 гена при пациенти 437 и 539, както и при 

контролните индивиди. 
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делеции/дупликации в митохондриалната ДНК. В допълнение, изказано е съмнение за 

GLUT1 DS, с оглед на отчасти припокриващите се характеристики с класическата форма 

на синдрома, но не е проведено изследване на цереброспинална течност за наличие на 

хипогликорахия. Ние извършихме секвенционен анализ на SLC2A1 гена като не открихме 

патогенни точкови варианти в него. Поради допълнителните синдромни характеристики, 

наблюдаващи се при EP270 (асиметричен гръден кош, очни и структурно-мозъчни 

аномалии) и нехарактерни за GLUT1 DS, ние предположихме, че става въпрос за 

микроделеционен/дупликационен синдром и проведохме микрочипова aCGH. 

Последващият потвърдителен qPCR показа, че делецията е в хетерозиготно състояние и е 

възникнала de novo (Фигура 40Б).  

 

 

Фигура 40. А. Геномен профил на район 1p34.2 при пациент EP270, анализиран чрез Cytosure Interpret 

Software (OGT). Б. Криви на амплификация чрез qPCR анализ на тестов фрагмент от SLC2A1 гена, част от 

1p34.2 региона и контролния фрагмент от GNA12 гена при пациент 270 и неговите родители. 

 

 Пациент EP324 

При пациент EP324, 17- годишно момче с данни за фамилна обремененост за 

епилепсия открихме 343 Kб интрагенна дупликация в 6q26 региона, засягащ екзон 2 от 

PARK2 гена (Таблица 24, пациент EP324; Фигура 41А): arr[hg19]6q26(162,707,603-

163,050,403)x3. Пациентът е имал разнообразни по тип епилептични пристъпи: 

рефрактерни ГТКП, абсанси, миоклонични, миоклонично-астатични. Има тежък ИД и 

пълна липса на говор. В допълнение, показва аутистични черти, както и моторни 

стереотипии, слаб мускулен тонус, има краниофациален дисморфизъм и предна капилярна 
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ангиоматоза. Сегрегационният анализ чрез qPCR разкри, че дупликацията не присъства 

при родителите (Фигура 41Б). 

 

 Пациент EP385 

Чрез метода на aCGH открихме хетерозиготна делеция в терминалната част на 

7p22.3 района с размер 925 Кб, засягаща 9 OMIM гена (Таблица 24, пациент 285; Фигура 

42А): arr[hg19]7p22.3(83,325-1,008,710)x1. Делецията бе намерена при 5- годишно момиче 

без фамилна история за епилептичен синдром, родена с асфиксия от първа патологично 

протекла бременност с кървене, гестационен диабет и тиреоидит на Хашимото.  

През първата година се наблюдават краткотрайни пристъпи с тонично-клоничен 

характер и отклоняване на погледа настрани и нагоре, както и миоклонии. След началото 

им, детето е изоставало в НПР, като в момента не ходи самостоятелно. Проявява 

хиперактивно поведение, автоагресия и не говори. Има намален мускулен тонус. 

Компютърната томография (КТ) на главен мозък показва умерена корова атрофия фронто-

темпоро-париетално, дясно и фронтално кортикална дисплазия, изменения, наподобяващи 

мезиална склероза, разширени задни рога на страничните вентрикули, както и слабо 

увеличен обем на дясна cella media.  

 

Фигура 41. А. Геномен профил на район 6q26 при пациент EP324, анализиран чрез Cytosure Interpret 

Software (OGT). Б. Криви на амплификация чрез qPCR анализ на тестов фрагмент от PARK2 гена, част от 

6q26 региона и контролния фрагмент от GNA12 гена при пациент 324, неговите родители и контролните 

индивиди.  
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Поради изявата на ГТКП в комбинация с постепен регрес в НПР, първоначално ние 

проведохме анализ на SCN1A гена, който не доведе до откритие на патогенни точкови 

варианти. След проведения като втора стъпка микрочипов анализ, намерената 

микроделеция беше потвърдена чрез PCR в реално време (Фигура 42Б). Родителите не 

бяха на разположение за провеждане на сегрегационен анализ. 

 

 

Фигура 42. А. Геномен профил на район 7p22.3 при пациент EP385, анализиран чрез Cytosure Interpret 

Software (OGT). Б. Криви на амплификация чрез qPCR анализ на тестов фрагмент от PDGFA гена, част от 

7p22.3 региона и контролния фрагмент от GNA12 гена при пациент 385 и контролните индивиди. 

 

 Пациент EP498 

При момиче на четири години беше открита 139 Kб хомозиготна делеция в район 

7q31.1, засягаща първите два екзона на IMMP2L гена (Таблица 24, пациент 498; Фигура 

43А): arr[hg19]7q31.1(111,194,597-111,333,959)x0. Пациентката е от трета нормално 

протекла бременност с нормалнo НПР до третия месец, след което получава пристъпи с 

характеристика на тонично-клонични, а впоследствие и инфантилни спазми с 

терапевтична резистентност. Първоначалният секвенционен анализ на SCN1A гена не 

доведе до откриване на патогенни точкови варианти. Проведеният ЯМР показва лека 

фронтална корова атрофия, като скоро след това бива отчетен и регрес в НПР. 
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Пациентката е с микроцефална конфигурация на главата, лицеви дисморфизми, 

стереотипии и поведенчески проблеми (агресия и автоагресия, ADHD), задръжка в 

развитието на речта и намален мускулен тонус, атаксия. Липсва фамилна обремененост. 

Проведеният потвърдителен qPCR показа, че делецията е в хомозиготно състояние 

(Фигура 43Б). 

 

Фигура 43. А. Геномен профил на район 7q31.1 при пациент EP498, анализиран чрез Cytosure Interpret 

Software (OGT). Б. Криви на амплификация чрез qPCR анализ на тестов фрагмент от IMMP2L гена, част от 

7q31.1  региона и контролния фрагмент от GNA12 гена при пациент 498 и контролните индивиди. 

 

      4.7.2.2. Аберации с неясно клинично значение и вероятно патогенен ефект 

 Пациент EP405 

Момиче на 12 години с изява на епилептичен синдром и изоставане в НПР. 

Микрочиповият анализ идентифицира 499 Кб дупликация в 15q13.3 района, засягаща 

целия CHRNA7 ген (OMIM: 118511): arr[hg19]15q13.3(32,016,364-32,514,980)x3 (Таблица 

24, пациент 405; Фигура 44А). Пациент EP405 е с изоставане в НПР, забелязано след 

възраст от шест месеца. Не посягала към играчки, към момента не седи, не ходи, не е 

имала говор. От 2- годишна възраст започнали ГТКП с примигване на очите и 

автоматизми. Допълнително се наблюдават високо небце, изразена хипермобилност на 

ставите, генерализирана мускулна хипотония, поради която е невъзможен самостоятелен 

стоеж. Дупликацията беше открита и при по-големия брат на 17 години, показващ сходни 
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клинични характеристики: изоставане в НПР, епилептичен синдром, липса на реч, без 

развита походка, високо небце, изразена хипермобилност на ставите, генерализирана 

хипотония, ротиран гръден кош, долихоцефалия. За разлика от EP405, при него 

дупликацията е с по-малък размер (423 Кб) и засяга първите четири екзона от CHNRA7 

гена (Фигура 44Б). Дупликацията беше потвърдена с qPCR и при двамата сиблинги 

(Фигура 44В). 

 

 Пациент EP223 

При пациент EP223 чрез aCGH открихме 687 Кб дупликация в 9q33.1 района 

(Таблица 24, пациент EP223; Фигура 45А), засягаща част от гена ASTN2 и целия TRIM32 

ген: arr[hg19] 9q33.1(119,303,085-119,990,036)x3. Пациент EP223 е момче на 14 години с 

диагноза ИГЕ/ГГЕ и епилептични синдроми, с фамилна анамнеза за епилепсия при баща и 

баба по бащина линия. В анамнестичен план се наблюдават три ГТКП и вероятно абсансни 

пристъпи в рамките на три месеца, след което започва да наддава на тегло, като към 

 

 

Фигура 44. Геномен профил на район 15q13.3 при A. пациент EP405-3 и Б. нейния брат, анализирани чрез 

Cytosure Interpret Software (OGT); B. Криви на амплификация чрез qPCR анализ на тестов фрагмент от 

CHRNA7 гена, част от 15q13.3 района при пациент 498 и контролните индивиди. 
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днешна дата е с обезитас - телесно тегло 75 кг. Соматичният статус включва по-големи 

ниско разположени ушни миди, хиперпигментация вляво на гърба и мекотъканна 

формация на бедрото вдясно. В неврологичен аспект детето показва лека форма на ИД. 

Предвид наднорменото тегло и ИД проведохме секвенционен анализ на SLC2A1 гена, 

който не показа наличие на патогенни точкови варианти. Дупликацията беше потвърдена 

чрез qPCR (Фигура 45Б), но не разполагахме с материал от родителите за извършване на 

сегрегационен анализ.  

 
Фигура 45. А. Геномен профил на район 9q33.1 при пациент EP223, анализиран чрез Cytosure Interpret 

Software (OGT). Б. Криви на амплификация чрез qPCR анализ на тестов фрагмент от TRIM32 гена, част от 

9q33.1 региона и контролния фрагмент от GNA12 гена при пациент 223 и контролните индивиди. 

 

 Пациент EP327  

 

Девет годишно момче с диагноза миоклонично-астатични пристъпи и ГТКП с 

терапевтична резистентност, заедно със смесена форма на детска церебрална парализа и 

тежък ИД. Епилептичните пристъпи започват на 6- месечна възраст, провокирани от 

висока температура на фона на многократни респираторни инфекции. След преболедуване 

от морбили на пет години, пристъпите зачестили, детето спряло да ходи самостоятелно и 

пристъпвало несигурно, водено за ръка, преустановило изговарянето на няколкото думи, 

които казвало самостоятелно дотогава. Предвид регреса в интелектуалното развитие беше 

проведен анализ на SCN1A гена при съмнение за DS, но не бяха открити патогенни 

точкови мутации или вътрегенни делеции/дупликации.  
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Пациентът показва агресивно поведение след всеки пристъп и не говори. 

Интелектуалното функциониране е в границите на тежкото изоставане (IQ<30), той е 

необучаем. В неврологично отношение е с невъзможна самостоятелна, атактична походка, 

прави впечатление за апраксия. Наблюдават се и микроцефална конфигурация на главата, 

както и хипертрихоза. КТ данните показват леко разширени субарахноидни пространства.  

Чрез микрочипов анализ беше открита 100 Кб делеция в район 6p25.1, засягаща FARS2 

гена, унаследен от здравата майка (Таблица 24, пациент EP327; Фигура 46А): arr[hg19] 

6p25.1(5,259,570-5,359,994)x1. Проведеният потвърдителен qPCR анализ показа, че 

делецията е в хетерозиготно състояние (Фигура 46Б). 

 
Фигура 46. А. Геномен профил на район 6p25.1 при пациент EP327, анализиран чрез Cytosure Interpret 

Software (OGT). Б. Криви на амплификация чрез qPCR анализ на тестов фрагмент от FARS2 гена, част от 

6p25.1 региона и контролния фрагмент от GNA12 гена при пациент EP327 и контролните индивиди. 

 

 Пациент EP222 

 При момче на 12 години с диагноза редки ГТКП и умерен към тежък ИД беше 

открита хетерозиготна делеция, засягаща екзон 11 от CTNNA3 гена, разположен в 

хромозомен район 10q21.3 (Таблица 24, пациент EP222; Фигура 47А): arr[hg19]10q21.3 

(68,181,834- 68,292,471)x1. Пациентът e роден от патологично протекла бременност с 

асфиксия и непосредствено след това развил респираторна инфекция. Изоставал в НПР, 

като към момента има диагностицирана умерена степен на ИД. Говор липсва, наблюдава 

се анартрия (чуват се само отделни звуци). Показва и агресивно поведение, стереотипни 
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движения, има страхови изживявания. Съществува фамилна история за епилепсия: майка и 

по-малък брат с единичен FS на около 1- годишна възраст. Предвид фамилната 

обремененост, лекия ИД и началната форма на корова атрофия на майката, е необходимо 

изследване за унаследяване на CTNNA3 делецията при нея и по-малкия брат след 

предоставяне на биологичен материал от тях. 

 

 
Фигура 47. А. Геномен профил на район 10q21.3 при пациент EP222, анализиран чрез Cytosure Interpret 

Software (OGT). Б. Криви на амплификация чрез qPCR анализ на тестов фрагмент от CTNNA3 гена, част от 

10q21.3 региона и контролния фрагмент от GNA12 гена при пациент 222 и контролните индивиди. 

 

 Пациент EP381 

Момче на 7- годишна възраст от турски произход и диагноза ИГЕ/ГГЕ. До 7-

месечна възраст е бил в дом за деца, лишени от родителска грижа и поради този факт няма 

информация за този период. На три години има изява на два последователни ГТКП по 

време на сън. Детето е с изоставане в НПР от раждането и в момента има тежък ИД, както 

и липсва говор. Соматичният статус включва микроцефалия, къс филтрум, а в 

неврологично отношение: понижен мускулен тонус.  
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Детето е родено от първа бременност на майката, която е с епилепсия и е приемала 

антиконвулсант по време на бременността (карбамазепин). В този смисъл, съществува 

фамилна обремененост по майчина линия с АД унаследяване: освен епилепсията, майката 

има лек ИД; сестра на майката и баба по майчина линия с епилепсия в юношеска възраст и 

различен по тежест ИД с вероятни психични отклонения. Секвенционният анализ на 

SCN1A гена не доведе до идентифицирането на патогенен вариант. Затова проведохме 

микрочипов анализ, чрез който открихме 402 Kб дупликация 15q13.1 региона, засягащ 

изцяло ген APBA2 (Таблица 24, пациент EP381; Фигура 48А): arr[hg19]15q13.1(29,096,386-

29,498,094)x3. Проведеният qPCR анализ впоследствие показа, че дупликацията сегрегира 

с клиничния фенотип в семейството: открива се при всички засегнати членове на 

семейството (майка, леля, баба) и липсва при клинично - здравия дядо (Фигури 49Б, 51).  

 

 

 
Фигура 48. А. Геномен профил на район 15q13.1 при пациент EP381, анализиран чрез Cytosure Interpret 

Software (OGT). Б. Криви на амплификация чрез qPCR анализ на тестов фрагмент от APBA2 гена, част от 

15q13.1 региона и контролния фрагмент от GNA12 гена при пациент 381, неговите родственици и контролните 

индивиди. 
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 Пациент EP409 

Момче на 16 години, с изява на комплексни парциални пристъпи и от 3- годишна 

възраст без отговор към лечението с различни антиконвулсанти. Има умерен ИД, дефицит 

на вниманието с хиперактивност, прояви на агресия. Соматичният статус включва "café au 

lait" петна вляво на корема и на бедрото вдясно, както и две петна на ляво бедро. Има 

конвергентен страбизъм в ляво, невротични тикове. КТ данните показват калцификати в 

лява малкомозъчна хемисфера. Пациентът беше изследван за мутации в SCN1A, в който не 

се откриха патогенни варианти. Микрочиповият анализ разкри хетерозиготна делеция с 

неясен клиничен ефект с размер 1.33 Mbp, засягаща 15q22.31 региона (Таблица 24, 

пациент EP409): arr[hg19] 15q22.31(64,242,830-65,570,262)x1. Майката е с данни за 

епилептични пристъпи, които се изявяват и по време на бременността. Сегрегационният 

qPCR показа отсъствието на делецията при нея (Фигура 50). 

 
Фигура 50. Криви на амплификация чрез qPCR анализ на тестов фрагмент от TRIP4 гена, част от 15q22.31 

региона и контролния фрагмент от GNA12 гена при пациент EP409 (оранжева крива), неговата майка (синя 

крива) и контролните индивиди. 

 
Фигура 49. Родословно дърво на семейство 381, с означен носителски статус при изследваните членове. Със 

стрелка е показан индексния пациент EP381 в семейството. 
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5. Обсъждане 

5.1. Обсъждане на резултатите от секвенционния анализ на SCN1A гена 

 

В резултат от настоящото проучване чрез секвениране по Сангер на SCN1A гена 

открихме общо 18 точкови варианти при 22 пациенти от изследваната група (Резултати, 

Таблица 19). От тях 12 варианти са с патогенен и вероятно патогенен ефект в 9% от 

пациентите. Сред тези варианти осем са патогенни, позволяващи да се постави генетична 

диагноза на 9.8% от пациентите с епилепсии от GEFS+ спектъра, а четири варианта са с 

вероятно патогенен ефект при 4.9% от пациентите с GEFS+ епилепсии и с потенциален 

интерес към бъдещи проучвания. От вариантите с патогенен и вероятно патогенен ефект 

пет са нови, открити в настоящото проучване и недокладвани до този момент в 

литературните източници (p.Glu1576Ter, p.Ser707AlafsTer3, p.Iso1280MetfsTer7, 

p.Leu1310Pro, c.2383-1G>A). В допълнение, бяха открити шест варианта с вероятно 

непатогенен ефект при 10 пациенти от изследваната група.  

Патогенните варианти включват пет известни мутации и три нови, непубликувани 

досега в литературата, намерени при пациенти с епилепсия от GEFS+ спектъра. Според 

типа си, патогенните варианти представляват три известни missense мутации, засягащи 

извънклетъчните линкери между сегменти S5 и S6 на домен DIII (p.Val1379Met) и DII 

(p.Arg935Pro) и вътреклетъчния свърващ участък между сегменти S2 и S3 на домен DII 

(p.Arg1596Leu) (Фигура 51, жълто отбелязани мутации). Две мутации са с прекъсване на 

рамката на четене (nonsense), като едната е известна (pSer1505Ter), а другата е нова, 

недокладвана досега в литературата (p.Glu1576Ter) (Фигура 51). Две мутации водят до 

изместване на рамката на четене (frameshift) и са неописани досега в литературните 

източници (p.Ser707AlafsTer3, p.Iso1280MetfsTer7). И двете са разположени в 

интрацелуларни свързващи участъци от структурата на Nav1.1 белтъка (Фигура 53, 

червено отбелязани мутации). Една мутация представлява патогенен известен сплайс–

място вариант, засягащ сплайс - акцепторното място на интрон 19, намерена при пациент с 

диагноза DS (c.3879-1G>T). Патогенните варианти бяха открити при четири пациенти със 

суспектна диагноза DS и четири пациенти с по-леките форми на епилепсия от GEFS+ 

спектъра. При трима от от тях бяха открити два патогенни nonsense варианти и един 

променящ рамката на четене, което позволи прецизиране на диагнозата от GEFS+ на DS. 

По този начин беше открита генетичната причина за заболяването при 69.2% от 

пациентите с DS.  

Вероятно патогенните варианти са четири, като два от тях са новооткрити в 

настоящото проучване.  Единият от тях е missense вариант, разположен в непосредствена 

близост до частта от протеина, навлизащ в клетъчната мембрана и изграждаща волтaжния 

сензор S4 на домен DIII (p.Leu1310Pro), и бе открит при пациент с DS. Другият нов 

вариант засяга сплайс - акцепторното място на екзон 14 бе намерен при пациент с GEFS+ 

синдром (c.2383-1G>A) (Фигура 51). Двата известни варианта с вероятно патогенен ефект 

са един missense вариант (p.Met1654Ile), разположен в линкерния регион на S4-S5 от домен 
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DIV, намерен при пациент с GEFS+ синдром, и сплайс–акцепторен вариант (c.4254-4A>G), 

открит при пациент с диагноза DS.  

 

 
Фигура 51. Схематична структура на Nav1.1. протеина, изграден от четири хомоложни домена (DI- DIV), 

всеки от които с шест трансмембранни сегмента (S1–S6). Сегменти S5 и S6 (лилаво) изграждат пората на 

канала, а сегмент S4 (жълто) представлява волтажния сензор, изграден от положително заредени АК. Сегменти 

от S1, S2 и S3 (зелено) имат структурна роля. Вътреклетъчната бримка между S6 от DIII и S1 от DIV изгражда 

инактивационния изход (гейт), необходим за бързата инактивация на канала. Схематично са показани 

позициите на намерените варианти (без сплайс - мутациите): в жълто - четири известни патогенни варианти, в 

червено – три нови, недокладвани патогенни варианти; в зелено – два варианта с вероятно патогенен ефект; в 

синьо – пет варианта с вероятно непатогеген ефект.  

 

   5.1.1. Патогенни варианти, докладвани в литературните източници и бази – данни 

 

В резултат от настоящия дисертационен труд, чрез секвениране на SCN1A гена 

открихме пет описани в литературните източници и бази–данни варианти при пет 

неродствени пациенти от изследваната група: три пациенти с насочваща диагноза DS и 

двама пациенти с GEFS+ синдром. Три от вариантите представляват missense замени 

(p.Val1379Met, p.Аrg1596Lеu, p.Arg935Pro), един nonsense (p.Ser1505Ter) и една мутация 

засягаща сплайс - акцепторно място (c.3846-1G>T). 

  

 Вариант c.4135G>A p.Val1379Met, rs121918986  

 

Мутацията rs121918986 засяга екзон 21 от SCN1A гена е причинена от замяна на 

гуанин с аденин в позиция 4153 на кодиращата последователност (GTG/ATG), което води 

до синтез на АК метионин вместо валин в кодон 1379 (p.Val1379Met) (Раздел Резултати, 

Таблица 19). Мутацията беше намерена в хетерозиготно състояние при пациент EP548, 

момиче на две години с диагноза DS. Заменената АК валин е с висока еволюционна 

консервативност и не фигурира в ExAc базата-данни (http://exac.broadinstitute.org). 

http://exac.broadinstitute.org/
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Предикционните програми определят варианта като патогенен (Раздел Резултати, Таблица 

21). 

Мутацията е разположена в екстрацелуларната бримка, свързваща сегменти S5 и S6 

от домен DSIII на Na
+
 канал (Фигура 51). Тази бримка играе важна роля за формирането на 

пората на канала, където впоследствие се генерира акционния потенциал чрез миграция на 

Na
+ 

йони. Вариантът е намерен от други автори при DS пациент (250). Същата мутация е 

намерена и докладвана като патогенна при още няколко пациента с диагноза DS (245,246). 

При всички случаи, включително и нашия, мутацията не е намерена при родителите и е 

възникнала de novo. При семейство 548 се наблюдават единични FS при майката и брата на 

бащата. Предвид тяхното наличие, но липсата на обсъждания вариант при тях, е възможно 

родствениците на EP548 да носят друга/и мутация/и в друг/и ген/и, които да са причина за 

изявата на пристъпи при тях, както и да допринасят за клиничната картина при индексния 

пациент. В този смисъл, е препоръчително провеждането на таргетно екзомно секвениране 

на панел от гени, свързани с ИГЕ и фокални епилепсии с цел да се идентифицира 

допълнителния генетичен вариант, отговорен за фебрилните пристъпи в семейство 548. По 

отношение на c.4135G>A, p.Val1379Met мутацията в SCN1A гена, наличните литературни 

данни и информацията от базите данни ни даде основание да я класифицираме като 

патогенна и да потвърдим предполагаемата диагноза при EP548 - синдром на Драве (DS). 

 

 Вариант c.4787G>T, p.Аrg1596Lеu 

 

Вариантът беше намерен в хетерозиготно състояние при пациент EP449, момиче на 

4- годишна възраст с диагноза DS и без фамилна обремененост. Пациентката е с данни за 

рефрактерни пристъпи с фокално начало, вторична генерализация и единичен SE. 

Сегрегационният анализ потвърди, че е възникнала de novo (Резултати, Фигура 16Б). 

Заменената АK не фигурира в ExAc базата-данни. Предикционните програми я определят 

като увреждаща белтъчната структура (Резултати, Таблица 21). 

Мутацията p.Arg1596Leu е описана като de novo, при пациент с диагноза DS (247). 

Zuberi и съавтори описват същата мутация при пациент с GEFS+ синдром (57). Мутация, 

засягаща същата AK p.Arg1596, но водеща до замяна с друга АК е описана до този момент 

при два случая на епилепсия. Harkin и съавтори намират друга замяна в същата позиция 

(p.Arg1596Сys) отново de novo, при пациент с криптогенна фокална епилепсия, умерен ИД 

и атаксия (55). Dlugos и съавтори докладват същата замяна (p.Arg1596Сys) при пациент с 

по-лека клиника: изява на класически GEFS+ синдром с добро повлияване от лечението и с 

нормално психомоторно развитие (248).  

Вариантът засяга цитоплазмената бримка, свързваща сегменти S2 и S3 от домен 

DIV на белтъка – DIV S2-S3 (Фигура 51). Този регион  е известен с високата степен на 

консервативност между далечно-родствени видове (Резултати, Фигура 16В). Замяната 

p.Аrg1596Lеu е неконсервативна и би могла да повлияе функцията на белтъка, тъй като 

заменената АК левцин е с по-различни физико-химични характеристики (неполярна, 

хидрофобна) от тази на дивия тип АК - аргинин (полярна, заредена положително). 
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Вземайки предвид високата еволюционна консервативност на заменената АК, оценката на 

нейния ефект върху белтъчната структура, липсата на варианта в известните бази - данни, 

съдържащи информация за чести популационни полиморфизми и наличните литературни 

данни за носещи я пациенти, бихме могли да заключим, че намерената missense мутация в 

SCN1A гена е причината за наблюдавания фенотип при пациент EP449. 

 

 Вариант c.4532C>A, p.Ser1505Ter, rs139300715  

 

Вариантът rs139300715 беше намерен в хетерозиготно състояние при пациент 

EP378, момче на три години с диагноза GEFS+ синдром. Не се открива в ExAc базата - 

данни. В допълнение, в ClinVar базата данни е класифициран като патогенен. Вариантът е 

докладван от няколко изследователски групи при пациенти с DS (25,26,55, 247,251) в de 

novo състояние, включително и при монозиготни близнаци с диагноза DS (249). В нашия 

случай няма данни за фамилна обремененост и не разполагахме с материал от родителите 

за провеждане на сегрегационен анализ, за да проверим носителския им статус. 

Замяната c.4532C>A, p.Ser1505Ter засяга вътреклетъчната инактивационна бримка, 

свързваща домени DIII и DIV от структурата на белтъка (Фигура 51). Вероятно води до 

синтезата на скъсен белтъчен продукт без домен DIV и C–краен домен (Фигура 52), 

неспособен да изпълнява нормалната си функция. Друго възможно последствие е 

активирането на процеса на нонсенс-медиираното разрушаване на ниво матрична РНК и в 

крайна сметка непродуктивна транслация на интактен белтък. И в двата случая ефектът 

върху функциите на Na
+ 

канал би бил абнормен. Освен пристъпите, при детето се 

наблюдава и леко забавяне в моторното развитие през първите месеци от живота. С оглед 

на посочените дотук литературни данни и в съответствие с препоръките на ACMG (230), 

описания вариант беше класифициран като патогенен и доведе до поставяне на генетична 

диагноза DS с възможна лоша прогноза при пациент EP378. 

 

Фигура 52. Възможно последствие от мутацията p.Ser1505Ter върху синтеза на белтъка. Със сиво е 

показана частта от Nav.1.1 протеина, която няма да се синтезира. 
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 Вариант c.3846-1G>T , IVS19-1G>T, CS096242 

Молекулният вариант c.3879-1G>T (IVS19-1G>T) засяга последния консервативен 

нуклеотид в сплайс-акцепторното място на интрон 19 в SCN1A гена (Резултати, Фигура 

15А). Замяната на G с Т разрушава каноничното сплайс-акцепторно място AG, небходимо 

за провеждане на нормалното зреене на пре-матричната РНК. Според предиктивния 

софтуер Human Splicing Finder съществува висок процент вероятност за използване на 

алтернативен AG нуклеотид, разположен навътре в екзон 20 (Фигура 53). Това би довело 

до делеция на 68 нуклеотида от екзон 20 (c.3847_3915del) и в крайна сметка изместване на 

рамката на четене и поява на стоп - кодон след 15 АК в последователността на белтъка 

(p.Val1283AspfsTer15). Като резултат, нормалната синтеза на Nav1.1 канала ще бъде 

прекъсната в трансмембранен структурен сегмент 3 (S3) от белтъчен домен DIII, което би 

довело до синтеза на дефектен белтък. 

Друго вероятно последствие е използването на алтернативен AG сплайс-акцепторен 

динуклеотид на някой от следващите интрони и в крайна сметка пропускане на един или 

няколко екзона от кодиращата част на ДНК (exon skipping). При всички случаи е 

необходимо проследяване ефекта на този вариант върху РНК и белтъчния продукт чрез 

анализ на иРНК продукта и експресия в моделни системи.   

Вариантът c.3879-1G>T беше открит при момиче с епилепсия, изоставане в НПР и 

дисморфичен синдром. Идентична мутация c.3879-1G>T (CS096242) е вече описана от 

Depienne и съавтори, при пациент с DS (247). Алтернативна мутация, засягаща същия 

нуклеотид в интрон 19 е описана при пациент с DS (252). В допълнение, подобна мутaция, 

но засягаща съседен интрон е докладвана при пациент отново с DS (26). В нашият случай 

фенотипа отчасти наподобява DS, но се наблюдават допълнителни клинични черти като 

лицев дисморфизъм. В тази връзка беше проведен микрочипов анализ, който не доведе до 

откриване на клинично - значими копийни варианти. Възможно е наличието на втора 

точкова мутация в ген, свързан с нормалното ембрионално развитие, който да допринася за 

клиничната изява на синдромното състояние при пациент EP450. За неговото 

идентифициране е небходимо провеждането по–широкообхватен метод, каквито са 

таргетното или цялостното екзомно секвениране, което би могло да се осъществи в 

рамките на бъдещ изследователски проект. 
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Фигура 53. Вариант c.3879-1G>T (IVS19-1G>T) в интрон 19 на ген SCN1A: Анализ на вероятните 

канонични сплайс-места в близост до интрон-екзонната граница интрон 19/екзон 20 с помощта на 

предиктивния софтуер Human Splicing Finder. 

 

 Вариант c.2804G>C, p.Arg935Pro 

 

Молекулният вариант c.2804G>C в екзон 15 на SCN1A гена води до замяна на 

аргинин с пролин (p.Arg935Pro) в консервативен район (Резултати, Фигура 17В), свързващ 

сегменти S5 и S6 от домен DII, участващи във формирането на пората на канала (Фигура 

51). Съществува значителна разлика, както в пространствено, така и в биохимично 

отношение между дивия тип и мутантната АК. Пролинът е значително по - малка и 

хидрофобна АК. Аргининът е положително заредена и значително по – голяма в 

пространствено отношение АК, взаимодействаща си с околни остатъци Glu940, Glu943 и 

Asp947, с които формира солеви мостове (Фигура 54Б). Разликата в заряда на мутантната 

Pro935 прекъсва тези йонни взаимодействия и нарушава структурата на домена (Фигура 

54А). В допълнение, по - малкия размер на Pro935 допълнително нарушава 

взаимодействието на белтъка с липидната фаза на мембраната, което би довело до 

абнормна функция на канала. 

Вариантът c.2804G>C, p.Arg935Pro не e открит при здрави индивиди в ExAc и 

1000G базите-данни. Използваните предикционни програми го определят като патогенен 

вариант (Резултати, Таблица 21). Досега мутацията p.Arg935Pro е описана при единичен 

случай на DS при пациент от китайски произход (253). Мутации, дефинирани като 

патогенни и засягащи същата аминокиселина, но водещи до замяна на аргинина с 

хистидин и цистеин съответно (p.Arg935His, p.Arg935Cys) са били установени при 

неродствени пациенти с DS и тежко изоставане в психомоторното развитие, както и 

граничен DS (41,55,60,247,254).  

В нашето проучване, мутацията p.Arg935Pro бе открита при пациент с GEFS+ и 

старт на постепен регрес в НПР след началото на пристъпите с прогресия до тежък ИД. 

Наблюдаваният фенотип е класическа изява на DS. Проведеният сегрегационен анализ 
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показа, че мутацията е унаследена от болната майка на пробанда, с история за ГТКП в 

детството. Вариантът присъства и при засегнатата сестра, при които също се наблюдава 

епилепсия с умерена степен на ИД и не се открива при клинично–здравия баща (Резултати, 

Фигура 17Б).  

 

 

 
Фигура 54. Топология на белтъка Nav1.1 с разположение на намеренaта мутация при пациент EP446. A.3D 

изображение на частта от DII домена, засегната от p.Arg935Pro мутацията, показваща загубата на H
+
 връзка 

и нарушаване структурата на α- спиралата Б. 3D- изображение в близък план на пространственото 

разположение на дивия тип АK- аргинин (зелено) и мутантната АК пролин (червено) в позиция 935 от 

структурата на DII домена. Генерирано посредством HOPE проект чрез използване на PDB файл 4PYP 

(http://www.cmbi.ru.nl/hope). 

 

Общото в описаните дотук случаи на засягане на Arg935 от Nav1.1. белтъка е 

изявата на сходен тежък неврологичен фенотип, което вероятно се дължи на важната роля 

на Arg935 за структурата и функцията на натриевия канал. В този смисъл, нашите 

резултати подкрепят хипотезата, че мутации с промяна на смисъла, засягащи АК, 

изграждащи пората на канала, какъвто е S5-S6 свързващия участък от DII, водят до изява 

на по–тежък фенотип, отколкото missense мутации, засягащи другите сегменти от белтъка 

(60). Наличието на мутации в тези консервативни региони би могло да доведе до нарушена 

селективност на различни типове йони и абнормна промяна в концентрационния им 

градиент от двете страни на мембраната и като резултат - повишена възбудимост на 

неврона (59).  

Базирайки се на всички тези наблюдения, както и на препоръките за класификация 

на точкови варианти от ACMG (230), ние класифицирахме описания вариант като 

патогенен, явяващ се генетичната причина за заболяването при пациент EP446 и неговите 

родственици. 

 

   5.1.2. Нови варианти, с очакван патогенен ефект, недокладвани в литературните 

източници и бази данни 

В резултат от настоящия дисертационен труд открихме три нови, недокладвани до 

този момент в литературата точкови варианти, които с голяма вероятност нарушават 

нормалната структура на белтъка. Един вариант е от типа прекъсване на рамката на четене 

http://www.cmbi.ru.nl/hope
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(p.Glu1576Ter), а два представляват делеции с изместване на рамката на четене 

(p.Ser707AlafsTer3, p.Iso1280MetfsTer7). И трите мутации са открити при пациенти с 

диагноза епилепсия от GEFS+ спектъра и без ефект от проведената антиконвулсантна 

терапия.  

 Вариант c.4744G>T, p.Glu1576Ter 

 

Мутацията е от типа nonsense и води до спиране синтезата на интактен белтък в 

кодон 1576 поради появата на стоп - кодон в матричната РНК. Вариантът беше открит при 

пациент EP393, момче на четири години с диагноза GEFS+ синдром и без ефект от 

политерапията с антиконвулсанти. Не съществуват данни за фамилна обремененост. 

Вариантът не фигурира в базите данни ExAc и 1000 човешки генома (1000 Genomes 

Project).  

Предикционната програма Mutation Taster определя варианта като предизвикващ 

заболяване. Във всички случаи, намереният вариант води до синтезата на скъсен белтъчен 

продукт без домен DIV и C-краен домен (Фигура 55). Това би довело до нарушаване на 

нормалните функции на канала с оглед на това, че липсват важни структурни (S5 и S6) и 

сензорни сегменти (S4) от него. Подобни мутации с прекъсване на рамката на четене в 

резултат от стоп - кодон в същия екзон 25 са докладвани и от други изследователски групи 

при пациенти с DS (55,246,247). Вземайки предвид всички тези факти, заключихме, че 

откритият вариант е генетичната причина за епилепсията при пациент EP393 и по- 

вероятната диагноза при него е DS. 

 

 

 

 

 

 
Фигура 55. Схематично изображение на ефекта на мутацията p.Glu1576Ter върху синтеза на белтъка. С 

червена завезда е показана позицията на мутацията в структурата на белтъка. Със сиво е показана, частта от 

Nav.1.1 протеина, която няма да се синтезира. 
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 Варианти с изместване на рамката на четене c.2136delC, p.Ser707AlafsTer3 и 

c.3837_3843delAATTGTT, p.Iso1280MetfsTer7 

 Посочените нови варианти представляват едно– (c.2136delC) и олигонуклеотидна 

делеция (c.3837_3843delAATTGTT) от кодиращата част от SCN1A гена, което води до 

изместване на рамката на четене и поява на стоп-кодон в матричната РНК. И в двата 

случая се прекъсва синтезата на белтъка три нуклеотида в посока 3‘ при вариант 

p.Ser707AlafsTer3 и седем нуклеотида при вариант p.Iso1280MetfsTer7. Това би могло да 

доведе до синтезата на нефункционален белтъчен продукт, неспособен да изпълнява 

нормалната си функция, или би последвало активиране на процеса на нонсенс - 

медиираното разрушаване на ниво матрична РНК и в крайна сметка непродуктивна 

транслация на интактен белтък. И в двата случая последствията са болестотворни.  

Двата варианта не се откриват в базите-данни, съдържащи информация за здрави 

контролни индивиди ExAc и 1000G. В допълнение, предикционната програма Mutation 

Taster ги определя като патогенни. 

Вариантът c.2136delC, p.Ser707AlafsTer3 се открива в екзон 12 от SCN1A гена и 

засяга домени DII, DIII и DIV, инактивационната цитоплазмена бримка, както и 

цитоплазмения C - терминален домен от белтъка (Фигура 56А). Открит е при пациент 

EP398, момиче на девет години, ГТКП без фебрилна провокация и без отговор към 

настоящата политерапия с антиконвулсанти. В допълнение, детето има поведенчески 

проблеми - хиперактивност. Бащата е с данни за FS+ в детството, но не разполагахме с 

материал от родителите за извършване на сегрегационен анализ. Въпреки това, подобна 

еднонуклеотидна делеция с изместване на рамката на четене е намерена при пациент с 

тежък DS (253). Откриването на генетичната причина за заболяването при EP398 ни даде 

основание да поставим диагноза DS.  

Вариантът c.3837_3843delAATTGTT, p.Iso1280MetfsTer7 засяга екзон 19, което 

води до прекъсване синтезата на домени DIII, DIV, разположената между тях 

инактивационна бримка, както и C-крайния домен, небходими за нормалното генериране и 

разпространение на нервния импулс (Фигура 56Б). Открит е при пациент EP540, момиче 

на една година с диагноза DS и без поведенчески проблеми. Сегрегационният анализ при 

родителите показа, че вариантът е възникнал de novo (Резултати, Фигура 20Б). Подобна 

делеция на 11 нуклеотида с изместване на рамката на четене в същия екзон 19 е описана 

при DS случай (246). С оглед на изложените данни, както и съгласно препоръките на 

ACMG (230) ние определихме, че това е генетичната причина за епилепсията при пациент 

EP540 и потвърдихме първоначално поставената диагноза DS.  
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A 

 
Б 

 
Фигура 56. Възможни последствия върху синтезата на белтъка в резултат от двете мутации с изместване на 

рамката на четене. Със сиво е показана, частта от Nav.1.1 протеина, която няма да се синтезира. А. 

Схематично изображение на ефекта на мутацията p.Ser707AlafsTer3 върху синтеза на белтъка. Б. 

Схематично изображение на ефекта на мутацията p.Iso1280MetfsTer7 върху синтеза на белтъка. 

 

    5.1.3. Варианти с вероятно патогенен ефект 

 

Чрез директно секвениране на SCN1A гена открихме четири варианта в 

изследваната група пациенти, които класифицирахме като варианти с вероятно патогенен 

ефект. Два от вариантите представляват несинонимни замени, а два засягат сплайс – 

акцепторните места в различни райони от зреещата иРНК (Резултати, Таблица 20). Един 

missense вариант (p.Leu1310Pro) и един сплайс-място вариант (c.2383-1G>A) са нови, 

неописани досега в обществено достъпните бази-данни и литературни източници. 

 

 Вариант c.4980G>T, p.Met1654Ile, rs796053031 

 

Вариантът rs796053031 засяга нуклеотид от последния екзон 26 на SCN1A гена. Не е 

описан досега в литературата като асоцииран със заболяване. Вариантът е публикуван в 

базата-данни ClinVar като вероятно патогенен. В резултат от мащабен проект NHLBI ESP 

Exome Variant Project (INFANT/EPI panel) той не е намерен в 6500 здрави контролни 

индивиди от европейската и афро-американската популации. Не фигурира и в ExAc и 

1000G базите данни. Вариантът rs796053031 беше намерен при пациент EP522, момиче от 
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български произход с диагноза GEFS+ и данни за фамилна обремененост. 

Аминокиселинната замяна е консервативна, тъй като и двете АК метионин и изолевцин са 

неполярни, незаредени АК. Въпреки този факт, в пространствено отношение изолевцинът 

е по-малка АК, сравнена с дивия тип метионин (Фигура 57). Това би могло да доведе до 

загуба на взаимодействие между сегменти S4 и S5 в рамките на домен DIV, където се 

намира замяната.  

Мутацията е разположена във вътреклетъчния бримков участък свързващ сегменти 

S4 и S5 на домен DIV (Фигура 51), където има докладвани множество патогенни мутации, 

причиняващи аберантен фенотип (57,246,247,255,256). Ефектът на този вариант върху 

белтъка е проверен от няколко предикционни програми, които го определят като 

потенциално патогенен (увреждащ белтъчната структура/функция) (Резултати, Таблица 

21). Въпреки данните за фамилна обремененост, не успяхме да проведем сегрегационен 

анализ, поради непредоставяне на материал от болните родственици. 

В този смисъл, вариантът rs796053031 би могъл да е причина за заболяването при 

пациент EP522, въпреки че вероятността той да е бенигнен не може да бъде изключена без 

провеждането на функционални изследвания и сегрегационен анализ. 

 

Фигура 57. Топология на белтъка Nav1.1 с 

разположение на намеренaта мутация при 

пациент EP522. 3D- изображение в близък 

план на пространственото разположение 

на дивия тип АK- метионин (зелено) и 

мутантната АК изолевцин (червено) в 

позиция 1654 от структурата на DIV 

домена. Генерирано посредством HOPE 

проект чрез използване на PDB файл 4PYP 

(http://www.cmbi.ru.nl/hope). 

 

 Вариант c.3929T>C, p.Leu1310Pro 

 

Вариантът е нов, неописан досега в литературните данни. В допълнение, той не 

фигурира в ExAc и 1000G популационните бази - данни. Беше открит при пациент EP527, 

момче с изява на рефрактерни пристъпи и съмнение за DS, моторни нарушения и 

дисморфичен синдром. Родителите не съобщават за фамилна обремененост и 

сегрегационният анализ показа, че вариантът не присъства при тях (Резултати, Фигура 

23Б). Предикционните програми определят замяната като увреждаща белтъчната 

структура (Резултати, Таблица 21). 

В резултат от p.Leu1310Pro замяната се засяга екстрацелуларната бримка, 

свързваща сегменти S3 и S4 от домен DIII (Фигура 51). Замяната се намира в 

непосредствена близост до частта от протеина, навлизащ в клетъчната мембрана. Въпреки 

http://www.cmbi.ru.nl/hope
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че е консервативна, двете АК левцин и пролин се различават в пространствено отношение 

- пролинът е по-малка АК, в сравнение с левцинa (Фигура 58Б). Тази разлика в размера 

може да наруши контакта с липидната мембрана. Пролинът в този случай нарушава 

нормалната структура на α спиралата, поради загуба на една водородна връзка със 

следващия остатък от веригата (Фигура 58А). Тази структурна промяна би довела до 

нарушаване нормалната функция на белтъка, чрез прекъсване взаимодействието между 

двата сегмента S3 и S4. 

Вземайки предвид оценката на предикционните програми, липсата на варианта при 

родителите, както и вида на заменената АК ни даде основание да заключим, че 

p.Leu1310Pro би могъл да е причината за заболяването при EP527. Все пак, необходими са 

допълнителни анализи за оценка на функционалния ефект върху белтъка чрез моделни 

системи, каквито са клетъчните култури или миши овоцити. 

 
Фигура 58. Топология на белтъка Nav1.1 с разположение на намеренaта мутация при пациент EP527. A.3D 

изображение на частта от DSIII домена, засегната от p.Leu1310Pro мутацията, показваща загубата на H
+
 

връзка и нарушаване структурата на α- спиралата Б. 3D- изображение в близък план на пространственото 

разположение на дивия тип АK- левцин (зелено) и мутантната АК пролин (червено) в позиция 1310 от 

структурата на DSIII домена. Генерирано посредством HOPE проект чрез използване на PDB файл 4PYP 

(http://www.cmbi.ru.nl/hope). 

 

 Вариант c.4252-4A>G, rs796053007 

 

Замяната c.4252-4A>G засяга високо консервативно при бозайниците сплайс- 

акцепторно място, небходимо за провеждане на нормалното зреене на пре-матричната 

РНК. Беше намерен при пациент EP499 с диагноза GEFS+ и изява на рефрактерни 

пристъпи. Вариантът c.4252-4A>G досега не е класифициран като патогенен, нито като 

непатогенен в литературата. В ClinVar базата данни е определен като вариант с неясно 

клинично значение. Той не е открит в 6500 здрави индивиди от европейски и 

афроамерикански произход, част от мащабния проект NHLBI Exome Sequencing Project, 

както и не фигурира в ExAc и 1000G базите-данни.  

В настоящото проучване, възможността за използване на алтернативно сплайс - 

място беше проверено чрез предикционната програмa Human Splicing Finder. Анализът на 

http://www.cmbi.ru.nl/hope
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секвенцията показа висок процент вероятност за използване на следващ AG динуклеотид, 

разположен навътре в екзон 22 (Фигура 59). Това би довело до делецията на 50 нуклеотида 

от екзон 22 (c.4252_4302del), промяна на рамката на четене и в крайна сметка поява на 

стоп-кодон след седем АК в последователността на белтъка (p.Val1415LysfsTer7). В 

резултат ще се синтезира скъсен белтъчен продукт без домени DIII и DIV, неспособен да 

формира интактен Na
+
 канал в мембраната.  

 

 
Фигура 59. Анализ на вероятните канонични сплайс-места в близост до интрон-екзонната граница интрон 

21/екзон 22 с помощта на предиктивния софтуер Human Splicing Finder. 

 

 Вариант c.2383-1G>A 

Вариантът c.2383-1G>A засяга каноничното сплайс - акцепторно място AG на 

интрон 13 от SCN1A гена. Досега не е докладван в литературните данни. Не фигурира и в 

базите-данни ExAc и 1000G. Вариантът е намерен отново при случай на GEFS+ синдром с 

рефрактерни пристъпи и de novo възникване (Резултати, Фигура 24Б). 

In silico анализът за търсене на алтернативни сплайс места чрез софтуери Human 

Splicing Finder и NetGene2 показа с най-голяма вероятност използването на алтернативен 

AG нуклеотид, разположен 23 нуклеотида навътре в екзон 14 (Фигура 60). Това би довело 

до делеция на тези 23 нуклетоида и изместване на рамката на четене (c.2383_2406del), 

както и поява на стоп - кодон четири АК в 3‘ посока (p.Val795LysfsTer4) и прекъсване на 

синтезата на интактен белтък.  

 

И при двата описани дотук сплайс–място варианта има възможност за използване 

на сплайс–акцепторното на място на съседен интрон и пропускане синтезата на текущия 

(exon skipping). Друго възможно последствие е активирането на процеса на нонсенс - 

медиираното РНК разграждане и в крайна сметка липса на синтеза на функционален 

продукт. 
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Поради липсата на категорични литературни данни за ефекта на описаните дотук 

сплайс - място варианти върху иРНК и резултатния белтък, както и непълно покриване на 

критериите за патогенност, публикувани от ACMG (230), ние ги класифицирахме като 

варианти с вероятно патогенен ефект. За определяне на ефекта им върху белтъчната 

структура са небходими допълнителни изследвания на ниво иРНК, както и експресия на 

аберантния продукт в моделни системи, което поставя основите на бъдещ проект. 

 

В настоящото проучване при всички пациенти с прекъсващи рамката на четене 

мутации  (EP378, EP393, EP398, EP540) се наблюдава липса на адекватен отговор към 

антиконвулсантната терапия и изява на допълнителни психомоторни нарушения. Тези 

наблюдения относно патогенността на прекъсващите рамката на четене мутации (nonsense, 

frameshift делеции, някои splice - мутации) потвърждават наблюденията, че пълната липса 

на копие от SCN1A гена и загубата на функция от Nav1.1. протeина, съответно 

недостатъчната доза от него са достатъчно условие за появата на по-тежък епилептичен 

фенотип (56, 57, 257). При такива пациенти се наблюдава по-ранно начало на пристъпите и 

по-тежка изява на клиниката (57). Не така стои въпросът с missense мутациите, където 

абератното копие от белтъка се запазва и би могло да функционира, макар и неправилно. В 

тези случаи се наблюдават по-леките форми на епилепсия от GEFS+ спектъра (249,256). 

Но в тежестта на изява на заболяването от голямо значение са не само типа мутация, а и 

позицията й на ниво белтък, както и природата на заменената АК. Патогенни промени в 

полярността на АК се наблюдават във волтажния сензорен сегмент S4 от Nav1.1. протеина 

(57,59). В нашето проучване една АК замяна е разположена в началото на α-спиралния 

участък, изграждащ S4 сензорния сегмент от DIII – p.Leu1310Pro (Фигура 51). Дивият тип 

и мутантата АК са с еднакъв заряд, но се различават значително в структурно отношение и 

 
Фигура 60. Анализ на вероятните канонични сплайс-места в близост до интрон-екзонната граница интрон 

13/екзон 14 с помощта на предиктивните софтуери NetGene2 и Human Splicing Finder. 
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в този смисъл замяната на левцина с пролин води до загуба на една водородна връзка, 

което би нарушило структурата на α-спиралния участък в клетъчната мембрана (Фигура 

58). Като резултат се наблюдава тежък фенотип при пациент EP527, включващ 

рефрактерни ГТКП и моторни нарушения. Допълнително, в настоящото проучване, в 

резултат от две missense мутации (p.Arg1596Leu и p.Arg935Pro) се променя полярността на 

заменената АК в два свързващи участъка от Nav1.1. протеина – S2-S3 от DIV и S5-S6 от 

DII съответно (Фигура 51). Мутацията p.Arg1596Leu е с de novo възникване (Резултати, 

Фигура 16Б), а p.Arg935Pro сегрегира с болестния фенотип в семейството (Резултати, 

Фигура 17Б). И при двамата пациенти EP449 и EP446 съответно се наблюдава изява на 

рефрактерни пристъпи, като при EP446 те еволюират в постепен регрес в НПР и 

впоследствие – тежък ИД. Това би могло да се дължи на нарушени функции на канала в 

резултат от различната физико-химична природа на аберантните АК. 

Освен това, при всички случаи на DS, с изключение на пациент EP450, където не 

разполагахме с материал от бащата за провеждане на сегрегационен анализ, откритата 

мутация е възникнала de novo. Това потвърждава наблюденията, че тежките форми на 

GEFS+ синдрома се дължат на de novo SCN1A възникнали мутации (51,257).  

Наблюдаваната честота на откриваемост на патогенни точкови варианти от 9.8% е 

съизмерима с процента на SCN1A точкови мутации по литературни данни (10%), открити 

при пациенти с епилепсия от GEFS+ спектъра (51,52). В частност, в резултат от нашето 

проучване открихме патогенен SCN1A точков вариант при шест пациента с насочваща 

диагноза DS. Допълнително, при трима пациенти с неуточнена диагноза епилепсия от 

GEFS+ спектъра открихме две патогенни nonsense мутации (p.Ser1505Ter, p.Glu1576Ter) и 

една еднонуклеотидна делеция с изместване на рамката на четене и поява на стоп - кодон 

(p.Ser707AlafsTer3) – EP378, EP393, EP398. По този начин успяхме да прецизираме 

генетична диагноза DS при тези пациенти и общия диагностичен добив при DS 

пациентите, намерен в настоящото проучване е 69.2%. Това е от значение за избор на най- 

правилната антиконвулсантна терапия. Този процент на откриваемост е съизмерим с 

диагностичния добив на патогенни точкови SCN1A мутации със загуба на функция при 

случаи на DS (~70-80%), съобщен в литературата (51).  

 

   5.1.4. Варианти с вероятно непатогенен ефект  

 

В резултат от настоящия дисертационен труд открихме шест варианта, три от които 

са рекурентни, а три се идентифицират при единични пациенти (Резултати, Таблица 20). 

Вариантите се откриват при общо 10 пациенти от изследваната група, пет от които са със 

диагноза GEFS+ синдром, трима са с ИГЕ/ГГЕ и двама пациенти са с изява на FS+.     

Откритите варианти не покриват изцяло критериите за патогенност на ACMG за 

класифицирането им като вероятно патогенни, защото не сегрегират в семейството, 

предикционните програми дават противоречиви оценки относно тяхната патогенност и се 

откриват с висока честота при здрави индивиди в популационните бази -данни. За част от 
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вариантите съществуват мащабни публикувани проучвания, които ги определят като по– 

скоро неутрални към белтъчната структура и функция.  

 

      5.1.4.1. Рекурентни варианти с вероятно непатогенен ефект 

И трите рекурентни варианти са с промяна на смисъла и се откриват при седем 

пациенти от изследваната група. Четири пациенти са със суспектна диагноза GEFS+, двама 

са с ИГЕ/ГГЕ, a един пациент е с изява на FS+.  

 

 Вариант c.806G>C, p.Arg27Thr, rs121917906 

 

Молекулният вариант c.806G>C, p.Arg27Thr, rs121917906 беше открит при три 

пациенти от изследваната група - EP516, EP550 и EP553. Пациенти EP516 и EP553 са с 

диагноза GEFS+ синдром, докато EP550 е с данни за непровокирани пристъпи и без ефект 

от настоящото лечение. При него единствено има данни за фамилна обремененост, но при 

нито един от пациентите не разполагахме с материал от родителите за извършване на 

сегрегационен анализ. В предишни проучвания вариантът rs121917906 е идентифициран 

при пациент отново с GEFS+ синдром, унаследил го от клинично здрав родител (58). 

Докладван е и при случай на DS, но с допълнително идентифициран втори патогенен 

вариант в SCN1A гена (258).  

Вариантът p.Arg27Thr фигурира в базата-данни ExAc, където е намерен в 14 от 

121404 хетерозиготни носителя. В базата-данни ClinVar е класифициран като вариант с 

неясно клинично значение. В допълнение, заменената АК се намира в ниско- 

консервативен район от последователността на белтъка (27). In silico програмите дават 

противоречиви оценки относно ефекта на замяната върху белтъчната структура 

(Резултати, Таблица 23), като го определят като по-скоро бенигнен. Поради факта, че 

замяната е полуконсервативна е възможно мутантната АК да промени вторичната 

структура на белтъка, а оттук и функциите му.  

 

 Вариант c.1625G>A, p.Arg542Gln, rs121918817 

 

Вариантът rs121918817 беше открит при двама пациенти от нашата група – EP420 и 

EP512 с диагнози FS+ и ИГЕ, съответно. При семейство 420 той сегрегира с клиничния 

фенотип в семейството, докато при семейство 512 не беше открит при засегнатите 

родственици (Резултати, Фигура 26Б, В). В литературата е докладван при семейство с 

аутизъм, като се наблюдава непълна пенетрантност - двамата болни сибси унаследили 

варианта от здрав баща (35). В допълнение, вариантът е докладван и при случаи на 

ювенилна миоклонична епилепсия (JME) и неподатлива на лечение детска епилепсия 

(Intractable Childhood Epilepsy - ICE) (45,256).   

Вариантът c.1625G>A, p.Arg542Gln показва висока честота в контролни индивиди - 

намерен е в 186 от 121374 хетерозиготни здрави контроли в ExAc базата-данни. В 
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допълнение, в ClinVar e класифициран като вариант с по-скоро непатогенен. 

Предикционните програми дават противоречиви оценки относно ефекта на този вариант 

върху белтъка (Резултати, Таблица 22).  

 

 Вариант c.3488C>G, p. Thr1174Ser, rs121918799 

 

Вариантът c.3488C>G, p.Thr1174Ser беше открит отново при двама пациенти с 

диагноза GEFS+ от изследваната група – EP482 и EP544. И при двамата има данни за 

фамилна обремененост, но само при EP544 беше възможно изследване на болните 

родственици. Сегрегационният анализ при семейство 544 показа, че варианта не сегрегира 

с болестния фенотип – не се открива при клинично- засегнатите майка и сестра (Резултати, 

Фигура 27Б). 

 По литературни данни, вариантът p.Thr1174Ser е докладван при няколко случая на 

ювенилна миоклонична и абсансна епилепсия, както и при една контрола (45); случай на 

миоклонично-астатична епилепсия (Myoclonic astatic Epilepsy - МАЕ), като варианта е 

унаследен от здрава майка (241); както и при случай на граничен DS (259). В допълнение, 

p.Thr1174Ser е намерен в 13 от 1219 пациента с различни форми на епилепсия (Роландова 

епилепсия, BFNC, CAE, JAE, GEFS+ и други), като се среща с по-висока честота при 

пациенти, отколкото в здрави контроли - P = 5.68 x 10−4; OR = 3.08, 95%-CI: 1.61–5.40, 

fisher exact test (260).  

Съществува хипотеза за връзката между изявата на различни епилептоформени и 

мигренозни състояния, резултат от мутации с реципрочен ефект (загуба или придобиване 

на функция) върху Nav1.1. протеина (261,262). Например, вариантът p.Thr1174Ser 

причинява ефект на загуба на функция, както и придобиване на такава, водейки до изявата 

както на мигрена, така и на епилепсия в рамките на едно семейство със засегнати пет 

родственика от три поколения. Трима от членовете му имат фамилна окципитална 

епилепсия и FS+, а двама родственици от същото семейство са с фамилна хемиплегична 

мигрена (262). Авторите предлагат хипотезата, че мутации с придобиване на функция в 

резултат от p.Thr1174Ser мутацията водят до изявата на мигренозно състояние, докато 

загубата на функция на Nav1.1. белтъка причинява епилептичен фенотип. В допълнение, 

p.Thr1174Ser е намерен при случай на фамилна хемиплегична мигрена (FHM) в три 

поколения и случай на DS с аутистични прояви, унаследил варианта от засегната майка с 

изява на мигрена с аура (263,264). 

Въпреки това, с натрупването на информация от последните години в бази-данни 

като ExAc, стана ясно, че варианти като p.Thr1174Ser фигурират с висока честота на 

срещаемост и при здрави контролни индивиди от общата популация. Вариантът 

p.Thr1174Ser  е открит в 213 от 121350 здрави хетерозиготни носители и 1 хомозиготен 

такъв. В ClinVar е класифициран като по-скоро непатогенен. Всички използвани 

предикционни програми го определят като непатогенен (Резултати, Таблица 22). В този 

смисъл, не може със сигурност да се твърди, че p.Thr1174Ser  е генетичната причина за 

заболяването при пациенти EP482 и EP544. 
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      5.1.4.2. Нерекурентни варианти с вероятно непатогенен ефект 

Откритите варианти са два от типа на промяна на смисъла и един вариант, засягащ 

консервативно място в интрона, участващ в протичането на нормалния сплайсинг на пре-

матричната РНК. Окрити са при един пациент с FS+, един с ИГЕ/ГГЕ и един пациент със 

съмнение за GEFS+ синдром. 

 Вариант c.1811G>A, p.Arg604His, rs121918769 

 

Молекулният вариант p.Arg604His бе открит при пациент EP555, момиче на 29 

години със съмнение за JME, в комбинация с психически отклонения и фамилни данни за 

епилепсия - сестра със същата диагноза. 

Откритият вариант rs121918769 е описан в няколко изследвания при пациенти с 

GEFS+ синдром, FS+, DS, JME и MAE. Мутацията е намерена и при асимптоматични 

здрави родственици на пациентите (45,55,247,265,266), което се дължи вероятно на 

непълната пенетрантност на заболяването. В допълнение, rs121918769 фигурира в ExAC 

базата-данни, където е намерен в 188 от 121380 здрави хетерозиготни носителя и 3 

хомозиготни такива. Този вариант е класифициран в ClinVar като по-скоро непатогенен. 

Предикционните програми дават противоречиви оценки за ефекта върху белтъка 

(Резултати, Таблица 22). 

Вариантът не сегрегира с болестния фенотип в семейството - унаследен е от здрав 

баща и не се открива при болна сестра (Резултати, Фигура 28). Предвид този факт, е 

очевидно, че наличието на този вариант не е достатъчна причина за изява на епилептичния 

фенотип в комбинация с психиатрични проблеми при EP555. Възможно е наличието на 

допълнителна мутация в друг/и ген/и, свързани с генерирането и предаването на нервния 

импулс, които биха могли да се открият чрез използването на по-широко обхватен метод, 

какъвто е таргетното екзомно секвениране. 

Заменената АК се намира в ниско консервативната цитоплазмена бримка, 

свързваща домени DI и DII на белтъка (Фигура 51). Този факт, както и посочените по-горе 

наблюдения ни дадоха основание да класифицираме варианта p.Arg604His като такъв с по-

скоро непатогенен ефект. 

 

 Вариант c.5749C>G, p.Arg1928Gly, rs121917956 

 

Вариантът p.Arg1928Gly беше открит при пациент EP513 със съмнение за GEFS+ 

синдром. Докладван е при случаи на GEFS+ и DS синдроми, както и случай на спорадична 

хемиплегична мигрена (267-269). Въпреки това, той е намерен и в здрави контролни 

индивиди (247,267), като през последните години бе намерен и публикуван в 173 от 121210 

здрави хетерозиготни носители и 2 хомозиготни такива в ExAc. В допълнение, 

rs121917956 е класифициран в ClinVar като вариант с по-скоро непатогенен ефект. 
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Предикционните програми също го определят като неутрален за ефекта върху белтъчната 

структура и функция (Резултати, Таблица 22). В допълнение, замяната p.Arg1928Gly се 

намира в ниско консервативния C-краен домен от белтъка (Фигура 51). 

 

Описаните дотук варианти с промяна на смисъла и вероятно непатогенен ефект 

(рекурентни и нерекурентни) се срещат с висока честота в ExAc базата-данни и 

предикционните програми дават противоречиви резултати относно ефекта им върху 

белтъчната структура. Всички варианти не сегрегират с болестния фенотип в поне едно от 

изследваните семейства, където беше възможно провеждането на сегрегационен анализ. В 

допълнение, никъде не е извършен функционален анализ за оценка на техния ефект върху 

функциите на белтъка, освен при вариант p.Thr1174Ser (262). По отношение на 

p.Thr1174Ser, Lal и съавтори го класифицират като рисков фактор за развитие на 

епилепсия (260), но предикционните програми го определят като бенигнен полиморфизъм 

и в нашето проучване той е унаследен от здрав родственик в едно семейство. Освен това, 

нито един от дотук описаните варианти не е локализиран в трансмембранен район от 

протеина, където мутации са асоциирани със значително по-тежки дисфункции на канала, 

а всички те се откриват в ниско-консервативни райони от белтъка (270). 

Базирайки се на информацията от литературните източници и бази-данни, на 

резултите от in silico и сегрегационните анализи, както и според препоръките за 

класификация на вариантите от ACMG (230), ние класифицирахме тези варианти като 

такива с вероятно непатогенен ефект. 

 

 Вариант c.603-91G>A, rs3812718, CS096242 при пациент EP477 

 

Молекулният вариант c.603-91G>A засяга AG динуклеотид, участващ като донорно 

сплайс-място, необходимо за алтернативния сплайсинг на иРНК. Беше открит при пациент 

EP477 с диагноза FS+ и фамилна обремененост - баща със изява на FS+ и текущо 

антиконвулсантно лечение. Вариантът не сегрегира с болестния фенотип в семейството – 

присъства при клинично-здравата майка и в хомозиготно състояние при здравия брат 

(Резултати, Фигура 30). Фигурира с висока честота в 1000G базата-данни.  

Този полиморфизъм е разположен във високо консервативно донорно сплайс- 

място, необходимо за алтернативния сплайсинг на SCN1A транскрипта, експресиран 

предимно във фетуса (Фигура 61, екзон 5N) (271). Мутантният алел А нарушава 

консенсусното място, необходимо за сплайсинга на феталния екзон 5N (Фигура 61), 

редуцирайки по този начин неговата експресия в сравнение с експресията на екзон 5А, 

характерен за възрастни индивиди. Установено е, че при индивиди, носещи GG генотип, 

неонаталната форма на транскрипта се среща в до 50% от общото количество транскрипти 

в клетката, докато при индивиди с генотип АА нивата на 5N са почти неоткриваеми (273). 

От функционална гледна точка, екзоните 5N и 5А показват различни фармакологични 

свойства и е установено, че при пациенти с епилепсия, носещи вариант c.603-91G>A е 

необходима по-висока доза от антиконвулсантите фенитоин и карбамазепин (271,272). 
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Първоначално вариантът е асоцииран с повишен риск от развитие на FS+ по кодоминантен 

модел, като носителството на един А алел води до по-нисък риск от развитието на FS+, в 

сравнение с наличието на 2 мутантни А алела (242). Други автори, изследвайки 

австралийска кохорта пациенти и контроли, не потвърждават наблюденията на Schlachter и 

съавтори, намирайки варианта в значителен брой здрави контролни индивиди без 

епилепсия (243).  

Базирайки се на тези противоречиви данни, както и вземайки предвид, че вариантът 

c.603-91G>A се среща в хомозиготно състояние при здравия брат и хетерозиготно при 

клинично - здравата майка, ние го класифицирахме като вариант с по-скоро непатогенен 

ефект. Все пак, от клинична гледна точка той има отношение към заболяването на 

семейство 477, с оглед на асоциацията му с лекарствения отговор към два вида 

антиконвулсанти. 

 
Фигура 61. Схема на екзони 4, 5 и 6 от SCN1A гена с показани две възможности за алтернативен сплайсинг: 

транскрипт 5А, срещащ се главно при възрастни (оранжев вариант на екзон 5) и неонатален транскрипт 5N 

(жълт вариант на екзон 5). Със стрелка е посочена позицията на c.603-91G>A варианта, повлияващ 

алтернативния сплайсинг на SCN1A в предматричната РНК. 

 

5.2. Обсъждане на резултатите от секвенционния анализ на SLC2A1 гена 

В резултат от анализа чрез директно секвениране по Sanger на SLC2A1 гена 

установихме два нови, неописани досега точкови варианти при двама пациенти от 

изследваната кохорта (4.8%). Единият вариант представлява мутация, водеща до 

прекъсване на рамката на четене (р.Glu360Ter), а другият е замяна с промяна на смисъла 

(р.His160Glu). 

 Вариант с прекъсване на рамката на четене c.1078C>T, р.Glu360Ter 

 

Вариантът с прекъсване на рамката на четене р.Glu360Ter бе установен при 

изолиран случай с миоклонично–астатични и атонични пристъпи с начало в ранна детска 

възраст и забавено невропсихично и моторно развитие. Сегрегационният анализ в 

семейство 162 показа, че мутацията р.Glu360Ter е възникнала de novo (Резултати, Фигура 

32Б).  

Молекулният вариант е нов, неописан досега в литературата. Резултат от него е 

превръщането на глутамин в позиция 360 в стоп-кодон (CAG TAG). До този момент са 



136 
 

докладвани 15 мутации, водещи до образуването на предварителен стоп-кодон в 

кодиращата последователност на SLC2A1 (92,95,96,106,274-279). Клиничната картина при 

всяка една от тях е свързана с тежки форми на синдром на GLUT1 дефицит. Счита се, че 

подобен вид мутации водят до синтезата на нефункционален протеин, който бива 

разграден от клетъчните системи и следователно до загуба на белтъчна функция.  

Молекулният дефект р.Glu360Ter с голяма вероятност елиминира последните три 

трансмембранни домена, както и цитоплазмения домен от АК секвенция на GLUT1 

белтъка (Фигура 62). Това би могло да доведе до преждевременна деградация на белтъка и 

намаляване на концентрацията му с 50%, което по автозомно-доминантен механизъм води 

до недостатъчен продукт за изпълняване на нормална функция и следователно 

патологичен ефект (280).  

 

 

Фигура 62. Топология на белтъка GLUT1 с разположение на намерените мутации при пациенти EP162 И 

ЕP219. Потъмнената част от GLUT1 белтъка е тази, която не се синтезира в резултат от p.Glu360Ter 

мутацията. 3D- изображение на пространственото разположение на дивия тип АK - хистидин и мутантната 

АК глутамин в позиция 160 от структурата на TM5 домена. Генерирано посредством HOPE проект чрез 

използване на PDB файл 4PYP (http://www.cmbi.ru.nl/hope). 

 

 

 Вариант с промяна на смисъла с.480С>A, р.His160Gln 

 

Вариантът представлява нуклеотидна замяна на цитозин с аденин, която води до 

замяната на хистидин в позиция 160 с глутамин (р.Нis160Gln) в петия трансмембранен 

домен (TM5) на GLUT1 протеина (Фигура 62). Предиктивната програма Mutation taster я 

определя като болестотворна мутация, а включения в нея сравнителен анализ с ортоложни 

протеини показва, че аминокиселината His160 се намира в консервативен участък и е 

съхранена в хода на еволюцията на гръбначните (Резултати, Фигура 31В).  

Пространствената структура на мутантния и нативния GLUT1 протеин показва, че 

засегнатата АК His160 e част от хидрофобната α–спирална част на канала, като заменената 

АК глутамин е леко изместена в сравнение с дивият тип His160 АК остатък (Фигура 62). 

Мутацията p.His160Gln се намира в ТМ5 (пети трансмембранен домен), един от 

http://www.cmbi.ru.nl/hope
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амфипатичните домени, участващи във формирането на пората, през която преминава 

глюкозата в клетката (281,282). Засегнатата АК хистидин изглежда, че е от важно значение 

за функцията на канала, тъй като замяната й с цистеин води до умерена редукция на 

активността на транспортиране на глюкоза през GLUT1 канала (281,283). Предишни 

симулационни проучвания показват, че p.His160 формира водородна връзка с глюкозната 

молекула и това взаимодействие е в съотвествие с специфичното разстояние между 

реакционните групи на двете молекули (280,282). Проведеният от нас 3D анализ показа, че 

мутантната АК глутамин не заема коректна позиция в структурата на α- спиралата, за да 

осигури правилна структура на глюкозната пора. Глутаминът има по-малък в 

пространствено отношение радикал, сравнен с дивия тип хистидин и няма заряд (Фигура 

62). В този смисъл е възможно да се възпрепятства формирането на H-връзка и загуба на 

свързване с лиганда. 

Съвкупността от всички тези факти ни даде основание да приемем, че това е 

генетичната причина за заболяването при пациент EP219. Все пак, необходимо е ефекта на 

мутантната АК да бъде проверен и в моделни системи чрез извършване на функционален 

анализ на клетъчно или организмено ниво, или на ниво матрична РНК.  

 

В настоящото проучване ние открихме генетичната причина за заболяването при 

двама пациенти с абсансни епилепсии (4.8%)  – един пациент с CAE и един пациент с 

GLUT1 DS. По литературни данни при около 1-12% от пациентите с различни форми на 

абсансни епилепсии се откриват мутации в SLC2A1 гена (17,102,105,284). Тази честота на 

откриваемост варира в значителна степен, тъй като се наблюдава голяма хетерогенност на 

изява на заболяването не само при различните абсансни епилепсии, а дори само в рамките 

на GLUT1 DS.   

Поставянето на генетична диагноза има голямо клинично значение при пациентите 

с GLUT1 DS и други абсансни епилепсии, където мутации в SLC2A1 гена са причина за 

изява на заболяването, тъй като по този начин се дава възможност за индивидуализиран 

подход при лечението им. Голямата част от описаните до този момент клинични случаи с 

мутации в този ген са неподатливи на медикаментозно лечение, но показват значително 

подобрение при прилагане на кетогенна диета. Aлтернативното лечение чрез кетогенна 

диета не само позволява избягването на потенциално опасни антиепилептични лекарства, 

но и представлява средство на избор при случаите на рефрактерна епилепсия.  

 

5.3. Обсъждане на резултатите от секвенционния анализ на KCNQ2 гена 

В резултат от секвенирането на KCNQ2 гена при 15 пациента със съмнение за BFNC 

открихме два точкови варианта при двама пациента от изследваната група (13.3%). 

Единият е нов, непубликуван досега сплайс - акцепторен вариант (c.1525-2A>G), а другият 

представлява известна мутация с промяна на смисъла (c.998G>A, p.Arg333Gln). И двата 

варианта се откриват при фамилни случаи на бенигнени неонатални конвулсии.  
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 Вариант c.1525-2A>G в семейство 417 

 Нуклеотидната замяна c.1525-2A>G представлява нов генетичен вариант, тъй като 

не бе открит при скринирането на секвенционните бази - данни. Установен е при фамилен 

случай на BFNC и вероятно представлява болестотворна мутация, тъй като сегрегира с 

клиничния фенотип в изследваното семейство (Резултати, Фигура 30). Той разрушава 

канонична сплайс-последователност AG в 3‘-края на интрон 13, необходима за 

протичането на нормалния сплайсинг по време на зреенето на матричната РНК. Анализът 

на секвенцията в обсег от 250 бдв около мутиралия нуклеотид с помощта на 

предикционния софтуер NetGene2 показа, че съществува 95% вероятност за използване на 

първия алтернативен AG нуклеотид, разположен навътре в екзон 14 (Фигура 63).  

 

Това би довело до делеция на една АК (c.1526_1528delAAG; p.Glu508del) в C- 

терминалния домен на Kv7.2 белтъка. Този домен се състои от два спираловидни мотива, 

които, заедно със съответстващите си мотиви от Kv7.3 белтъка в рамките на 

хетеротетрамерната структура на канала, взаимодействат с модулатори на активността  му, 

какъвто е калмодулина - CaM (Фигура 64), (285). Делецията е локализирана във втория 

взаимодействащ с CaM мотив или спирала B (АК 501-529), (Фигура 64), (286). 

Друго вероятно последствие от сплайс–мутацията c.1525-2A>G е използването на 

сплайс-акцепторното място на някой от съседните интрони, което би довело до пропускане 

на един или няколко екзона (exon skipping), последващо активиране на процеса на нонсенс 

- медиираното разрушаване на матричната РНК и в крайна сметка непродуктивна 

транслация на интактен белтък. Подобна сплайс-място мутация, засягаща съседен интрон 

(IVS15-2A>G), класифицирана като патогенна е намерена при спорадичен случай на BFNC 

(75). И в двата случая е необходимо да се докаже наличието на аберантен сплайс-продукт 

на ниво РНК за потвърждаване на патологичния ефект на мутацията c.1525-2A>G.  

Установяването на ефекта на мутацията c.1525-2A>G върху функцията на Кv7.2/Kv7.3 

хетеротетрамерния канал изисква експресия на аберантния Кv7.2 протеин в клетъчни 

системи. Такъв анализ се извършва в специализирани лаборатории, изисква повече време и 

представлява обект на самостоятелно проучване, поради което би могъл да бъде предмет 

на бъдещ проект. 

 
. 
Фигура 63. Анализ на вероятните канонични сплайс-места в близост до интрон-екзонната граница 

интрон 13/екзон 14 с помощта на предиктивния софтуер NetGene2 
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Фигура 64. Кристалографска структура на хетеротетрамера Kv7.2 и Kv7.3 показваща C- терминалните 

проксимални домени на продуктите на KCNQ2 и KCNQ3 гените, които взаимодействат с калмодулина. 

Тези домени са отговорни за модулиране активността на канала. Жълтата спирала, изградена от АК 501-

529 е Kv7.2 мотивът, където би могло да се намира p.Glu508del делецията (позиция 508). Адаптирана от 

Strulovich et al., 2016 (287). 

 

 Вариант c.998G>A, p.Arg333Gln, CM033391 при семейство 253 

 

Молекулният вариант p.Arg333Gln води до замяната на аргинин в кодон 333 от 

белтъка с АК глутамин (CGGCAG) от кодиращата последователност. Вариантът беше 

открит при фамилен случай на BFNC с последваща еволюция в Роландова епилепсия. 

Вариантът р.Arg333Gln е бил установен в предишно проучване при фамилен случай на 

BFNC, без по-късни усложнения (288). Неговият ефект върху функцията на калиевия канал 

е изследван експериментално, чрез експресия на хетеротетрамерния комплекс Kv7.2/Kv7.3 

в овоцити от Xenopus laevis. Изследването е показало, че р.Arg333Gln води до относително 

слаба редукция в калиевия ток (<50%) в сравнение с дивия тип К
+
 канал (288). 

Заменената аминокиселина се намира в проксималната част на С-терминалния 

регион от Kv7.2 протеина. Този регион е разположен интрацелуларно и участва в 

регулацията на К
+
-канал, при което взаимодейства с аксесорни молекули, една от които е 

CaM. Дивият тип АК аргинин 333 се намира в единия от двата консервативни мотива, 

участващи във взаимодействието с CaM (AK 321–358). Замената АК глутамин се различава 

по размер и заряд от дивият тип АК - аргинин. Глутаминът е по-малка и неполярна АК, за 

разлика от аргинин 333, която е по-голяма и положително заредена (Фигура 65). В този 

смисъл, зарядът на АК се губи, поради невъзможност за свързване с CaM, което води до 

намалена активност на калиевия канал (285,286).  
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Фигура 65. 3D- изображение на пространственото разположение на дивия тип АK - аргинин и мутантната 

АК глутамин в позиция 333 от структурата на Кv7.2 белтъка. Генерирано посредством Pymol софтуер чрез 

използване на PDB файл 6FEG (https://pymol.org/ ). 

 

Досега съществуват само три случая на пациенти с BFNC, които развиват 

впоследствие BECTS (289-291). Двама сиблинги с изява на BFNC, еволюираща в BECTS 

носят nonsense мутация (c.967C>T, p.Gln323Ter), локализирана в същия CaM- свързващ 

мотив, както мутацията в нашия случай (289). Еднобазова делеция с изместване на рамката 

на четене (c.2043delT) в KCNQ2 гена е описана във фамилен случай на BFNC от 

италиански произход, като пробандът впоследствие развива BECTS на 3-годишна възраст 

по време на сън (290). Третият описан в литературата подобен случай е на момиче от 

японски произход с de novo хетерозиготна делеция (c.910-2delTTC или TTT, Phe304del), 

засягаща шестия трансмембранен домен на Kv7.2 протеина (291). 

В нашето изследване, мутацията р.Arg333Gln бе намерена при фамилен случай на 

BFNC. Тя сегрегира с болестния фенотип в семейството (Резултати, Фигура 34Б). 

Индексният пациент обаче, впоследствие развива Роландова епилепсия (Бенигнена детска 

епилепсия с центро темпорални пики- BECTS). Наблюдаваната клинична хетерогенност 

при пациент EP253 (по-късно начало на пристъпите и диагноза BFNIS), сравнена със 

старта на пристъпите при засегнатите родственици, както и докладваните в литературата 

случаи, би могла да се дължи на допълнителни генетични фактори при индексния пациент, 

като например наличието на модифицираща мутация в друг ген. 

При секвенционният анализ на KCNQ2 гена не бяха установени други молекулни 

варианти, които биха могли да доведат до промяна в първичната структура на протеина 

Kv7.2. Наличието на комплициран клиничен фенотип при индексния пациент би могло да 

се дължи и на комплементарна мутация в ген KCNQ3, предвид участието му във 

формирането на калиевия канал заедно с KCNQ2. За изясняването на този случай би било 

информативно да се изследва ген KCNQ3 за наличие на друга мутация. Установяването на 

генетичната причина за клиничното усложнение при единствения пациент с Роландова 

епилепсия в семейството ще изясни връзката генотип - фенотип в този случай.  

https://pymol.org/
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5.4. Обсъждане на резултатите от MLPA анализа на SCN1A, SLC2A1 и KCNQ2 гените 

 

   5.4.1. Обсъждане на резултатите от MLPA анализа на SCN1A гена 

 

В резултат от MLPA анализа на пет пациенти със съмнение за класически DS и 15 

пациенти ИГЕ/ГГЕ, всички негативни за точкови мутации в SCN1A гена, не успяхме да 

намерим екзонни или цялостно-генни SCN1A делеции. По литературни данни, между 2-

27% от DS случаите се дължат на делеции и амплификации на SCN1A гена (51,53,54), като 

в случаите на по-големи засегнати райони от хромозомите, включващи допълнителни гени 

освен SCN1A, се наблюдават и допълнителни синдромни черти, кaто ИД, аутизъм и лицеви 

дисморфизми (67). По-леките форми епилепсия от GEFS+ спектъра са резултат предимно 

от SCN1A точкови missense мутации, където абератното копие се запазва, макар и с 

променена функция (27,57,59). В нашето проучване ние включихме само пет пациенти със 

съмнение за DS, а останалите пациенти бяха с по-леки форми на ГГЕ или съмнение за 

GEFS+ синдром. Неоткриването на патогенни CNVs в нашето проучване отчасти се дължи 

на малката извадка, която тествахме (n=15), в частност броя пациенти с DS (n=5), а от 

друга страна включването на случаи с ИГЕ/ГГЕ (n=10), където процентът на откриваемост 

на SCN1A CNVs е много нисък.   

 

   5.4.2. Обсъждане на резултатите от MLPA анализа на SLC2A1 гена 

 

В резултат от MLPA анализа при 13 пациенти със съмнение за GLUT1 DS (наличие 

на абсансни пристъпи с ИД) и отсъствие на точкови мутации в SLC2A1 гена, не успяхме да 

идентифицираме патогенни копийни варианти, засягащи част или целия SLC2A1 ген. Това 

вероятно се дължи отчасти на малката извадка (n=13), а от друга страна на 

хетерогенността на изява на заболяването, което често наподобява множество синдромни 

състояния, включващи най-честите симптоми на GLUT1 DS. Освен това, спектърът на 

интрагенни делеции или делеции на целия SLC2A1 ген е значително по-малък (11-14%), 

сравнен с процента на точкови мутации като причина за изява на този синдром (70-80%) 

(95,101,106). За детекцията на патогенни копийни варианти чрез MLPA е небходимо 

разширяване на извадката с по-прецизно клинично-охарактеризирани пациенти.  

 

   5.4.3. Обсъждане на резултатите от MLPA анализа на KCNQ2 гена 

 

В резултат от MLPA анализа на KCNQ2 гена открихме хетерозиготна цялостнo- 

генна делеция на KCNQ2 гена при пациент EP383 - спорадичен случай с изява на BFNC. 

Тъй като делецията засяга сонда на ген CHRNA4, разположен в 3’-посока спрямо ген 

KCNQ2 (Резултати, Фигура 35А), заключихме че тя е с по-голям размер и обхваща не само 

KCNQ2 гена. За установяване на нейните граници проведохме хромозомен микрочипов 

анализ чрез метода на сравнителната геномна хибридизация (aCGH). Анализът aCGH 



142 
 

показа, че делецията е с размер 411 Кб и включва 8 OMIM гена (610557, 610556, 616529, 

615737, 612873, 608377, 118504, 602235), от които два са свързани с епилептичен фенотип: 

KCNQ2 и CHRNA4 (Фигура 66). 

 

 

Фигура 66. Генно съдържание на делетиралия регион в 20q13.33 при пациент 383. Червеният 

правоъгълник показва обхвата на делецията. Оградените гени са с потенциална роля в епилептичния 

фенотип на пациент 383. Взета и модифицирана от DGV (https://www.dgv.tcag.ca)  

 

Генът CHRNA4 кодира субединицата на α-невроналния ацетилхолинов рецептор 

(OMIM: 118504). Досега са известни само “missense” и инсерционни мутации, засягащи 

този ген и асоциирани с автозомно доминантна епилепсия на фронталния лоб (ADNFLE). 

Няма пряко доказателство за делеции в CHRNA4, свързани с епилептичен фенотип. От 

друга страна, редица прекъсващи рамката на четене мутации в ген KCNQ2 водят до 

типичната клинична изява на BFNC. Подобни на откритата при нас делеции с различни 

размери, обхващащи гените KCNQ2 и CHRNA4, са съобщени в няколко други изследвания 

и показват, че в случаите, когато делецията в 20q13.3 е ограничена само до двата гена 

KCNQ2 и CHRNA4, се наблюдава изява на класически BFNC (67,81,292). В допълнение, 

пълно изключване на CHRNA4 гена при мишки (α4
-/-

 нокаут мишки) не води до 

епилептични пристъпи (293). Клиничните характеристики на нашия пациент наподобяват 

типични BFNC, което предполага, че болестния фенотип не се дължи на 

хаплоинсуфициенция на CHRNA4.  

Редица автори съобщават, че при по-тежките случаи на епилепсия в комбинация с 

изоставане в психомоторното развитие, дисморфизми и поведенчески проблеми са открити 

много по-големи делеции (520 КБ - 6.8 МБ) засягащи регион 20q13.33 и включващи повече 

гени, въпреки че механизмите, водещи до атипичната им клинична изява са все още 

неизвестни (294-297). Обратно, при пациенти с по-малък размер делеции, засягащи KCNQ2 

и CHRNA4 гените, фенотипът е типичен BFNC (67,292). В този смисъл, размерът и 
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локализацията на делецията в 20q13.33, засягаща KCNQ2 при нашия пациент, както и 

клиничните му характеристики са в съответствие с хипотезата, че делеции на двата гена 

KCNQ2 и CHRNA4 не водят до допълнителни разстройства в невропсихическото развитие 

(67,297). В настоящия момент момичето е само на 1-годишна възраст и въпреки липсата на 

пристъпи и допълнителни невропсихически проблеми, е необходимо наблюдението й с 

оглед появата на такива на един по-късен етап от развитието. 

Настоящото проучване доведе до установяване на молекулни дефекти в три от 13 

случая на BFNC (16,6%). Този диагностичен добив е по-малък, отколкото съобщения по 

литературни данни (25,81). Това може да се дължи на малката извадка от класически 

BFNC случаи (n=13), които подбрахме за изследване.  При недиагностицираните пациенти 

е възможно да са засегнати други гени, асоциирани с изява BFNC фенотип. Например, 

SCN2A и KCNQ3 гените се явяват рядка причина за развитие на BFNC (81,85). Все пак, 

използването на два различни подхода - директно секвениране и MLPA анализ, при едно и 

също заболяване показва, че двата метода могат да покрият целия спектър на мутации в 

KCNQ2 гена, отговорни за изявата на тези електро-клинични състояния. 

 

5.5. Обсъждане на резултатите от микрочиповия анализ 

В резултат от проведения хромозомен микрочипов анализ чрез метода на 

сравнителна геномна хибридизация (aCGH) ние анализирахме общо 93 пациенти, 

показващи по-тежък фенотип, включващ ИД, изоставане в психомоторното развитие и 

други вродени аномалии в комбинация с епилептичните пристъпи. Чрез метода на аCGH 

открихме 8 патогенни микроаберации, позволяващи да се постави генетичната диагноза 

при 8.6% от пациентите в изследваната група. Вероятно патогенни CNVs, неасоциирани с 

известен синдром, но от потенциален интерес за бъдещи проучвания бяха намерени при 

седем пациента (7.5%). Така микрочиповият анализ даде общ диагностичен добив от 15.1% 

в изследваната група пациенти (Фигура 67). 

 

Настоящият дисертационен труд представлява първата оценка чрез геномен 

микрочипов анализ на кохорта от пациенти с епилепсия и допълнителни 

невропсихиатрични проблеми в рамките на нашата страна. Преди това, две работни групи 

провеждат подобно проучване при група пациенти с болести от аутистичния спектър, 

вродени аномалии и забавяне в развитието, но без данни за епилептични пристъпи 

(298,299). Досега са открити микроделеции при два изолирани случая на български 

пациенти с ИГЕ/ГГЕ, засягащи отделни части от SCN1A гена, идентифицирани чрез други 

методи (300,396). Друго българско проучване цели таргетно изследване на няколко гена, 

свързани с изявата на ГГЕ и ИД, както и търсене на CNVs чрез MLPA анализ в 15q13.3 

района при пациенти с различни форми на ЕЕ в комбинация с ИД (301,394).  
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Фигура 67. Честота на откриваемост на CNVs от провеждането на микрочипов анализ при 93 пациенти със 

синдромни състояния, включващи епилепсия, ИД и вродени аномалии. 

 

Сравнителната оценка на диагностичния добив от хромозомен микрочипов анализ 

при пациенти с невропсихични проблеми и вродени аномалии между проучванията на 

различни изследователски групи показа, че има съществени различия в процента на 

откриваемост на патогенни аберации, независимо от използваната микрочипова платформа 

и броя изследвани пациенти. Възможно е тези несъответствия да са резултат от множество 

фактори, като различни критерии на селекция, различна класификация на намерените 

CNVs, включването на контролни групи, както и предварителното изключване на големи 

геномни пренареждания или точкови мутации чрез използването на други методи.  

В нашето проучване подбрахме пациентите си на базата на два основни критерия: 

непровокирани епилептични пристъпи и ИД. Част от тях показват допълнителни 

поведенчески и моторни нарушения, както и общи и лицеви дисморфизми. Някои от 

пациентите бяха предварително скринирани за наличие на точкови мутации или малки 

инсерции/делеции в SCN1A, с оглед на наподобяващия клиничен фенотип на ГГЕ от 

спектъра на GEFS+ синдрома. При друга част от пациентите проведохме секвениране и 

MLPA анализи на SLC2A1 гена с цел да се изключи хетерогенната епилептична 

енцефалопатия GLUT1 DS (Резултати, Таблица 23). Наблюдваният диагностичен добив от 

микрочиповия анализ (8.6%) е в съответствие с този, докладван по литературни данни в 

кохорти пациенти с епилепсия, изоставане в развитието/ИД (218,302), пациенти със 

симптоматична епилепсия и мозъчни аномалии (212,303), както и кохорти с генетична 

генерализирана епилепсия (ГГЕ), епилептични енцефалопатии в комбинация с ИД 
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(119,122,219). Подобно на нашата група, тези пациенти са подбрани без предварително 

проведен кариотипен анализ за изключването на големи геномни пренареждания и 

използването на строги критерии за селекция. Въпреки това, някои изследователски групи 

използват по-строги критерии, които са дефинирани от конкретната лаборатория (304,305), 

а други (306,307) използват de Vries стойността за определяне на селекционни параметри 

(308). Очевидното при резултатите от тези проучвания е, че диагностичните добиви са 

съизмерими едни с други, когато са приложени еднакви или сходни подходи за подбиране 

на пациентите. При всички тях диагностичният добив е значително по-висок, сравнен с 

този в настоящото проучване (между 12% и 28%). 

 

В допълнение, други работни групи изполват филтър на преселекция на пациентите 

си чрез предварителното им скриниране за големи и добре охарактеризирани геномни 

пренареждания, използвайки методи като кариотипен анализ или MLPA (309-312). При 

всички тях отново се наблюдават сходни диагностични добиви, по-високи от 

наблюдавания при нашата кохорта (между 11% и 15.6%). В нашият случай бяха изключени 

пациентите, които имат точкови мутации в двата гореспоменати гени, но не беше проведен 

кариотипен анализ. Въпреки това се оказва, че диагностичният добив на настоящо- 

изследваната група е почти еднакъв с този, наблюдаван при пациенти с ГГЕ, епилепсия с 

ИД (119,122 - 8.9% и 7.9% съответно) или изолиран ИД (313 – 10% с доверителен интервал 

8-12%). Сравнителният анализ между отделните проучвания води до заключението, че 

основният фактор, повлияващ наблюдаваната честота на откриваемост на патогенни 

варианти в текущото проучване са сравнително свободните критерии на селекция, които 

приложихме, както и критериите за класификация на намерените варианти. Тук ние 

съобщаваме само патогенните и вероятно патогенните варианти, определени като такива 

съгласно препоръките на ACMG за класификация на вариации в броя копия (CNVs) (229).  

 

Следователно, за сравнителни изследвания, както и за целите на клиничната 

практика е важно да се създадат универсални критерии за селекция на групи пациенти със 

сходен клиничен фенотип, както и критерии за класификация и интерпретация на 

клинично-значими CNVs. Тъй като някои от идентифицираните CNVs са описани в 

предишни проучвания при случаи с различна степен на забавяне в развитието, в настоящия 

дисертационен труд се описват случаите на патогенни аберации (8/15 аберации), обсъжда 

се потенциалната патогенност на вероятно патогенните CNVs (7/15 аберации) и се прави 

анализ на връзката генотип-фенотип. Някои от намерените CNVs биха могли да повлияват 

фенотипа според хипотезата на двойния удар, предложена първоначално от Girirajan и 

съавтори (169). Микрочиповият анализ доведе до откритието на една нова, недокладвана 

делеция в район 15q22.31 с размер 1.32 Mb (Фигура 82), засягаща потенциален кандидат – 

ген за епилепсия и ИД - CSNK1G1 (OMIM: 606274), вероятно асоцииран с калциевия 

метаболизъм в мозъка (214). В допълнение, идентифицирахме дупликация, засягаща целия 

APBA2 ген, която сегрегира с болестния фенотип в три поколения на семейство с 
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епилепсия и ИД (Фигура 81), преди описана само при случаи на шизофрения и аутизъм 

(298,314).  

В резултат от проведения микрочипов анализ бяха открити общо 15 аберации, осем 

от които са патогенни, а седем са с неясна клинична значимост и вероятно патогенен 

ефект. Аберациите с патогенен и вероятно патогенен ефект засягат 9 хромозоми 

(хромозоми 1, 2, 6, 7 9, 10, 15, 16, 17). При хромозома 1 се засяга късото рамо при двама 

пациенти в различни хромозомни райони (1p36.33 и 1p34.2). При хромозоми 2 и 15 се 

засяга дългото рамо общо при пет пациенти (двама пациенти с аберация в райони 

2q24.3q31.1 и 2q24.1q24.3; трима пациенти с аберация в райони 15q13.3, 15q13.1 и 

15q22.31). При хромозоми 6 и 7 се засягат съответно късо и дълго рамо при двама 

пациенти за всяка хромозома (двама пациенти с аберация в райони 6p25.1 и 6q26; двама 

пациенти с аберация в райони 7p22.3 и 7q31.1). Останалите засегнати райони се 

установяват при единични пациенти от изследваната група (Резултати, Таблица 24). 

Дванадесет от установените аберации са интерстициални, а три засягат терминални 

сегменти от хромозомите (Фигура 68). Четири CNVs засягат частично или цялостно 

единичен ген, а 11 аберации засягат два или повече гени. По отношение на размера на 

засегнатия фрагмент: с размер между 100 и 500 Kb са осем аберации, три от които 

патогенни. С размер от 500 до 1000 Kb са общо три аберации, две от които са патогенни. С 

размер над 1000 Kb са четири CNVs, три от които са патогенни (Фигура 68).  

 

 
Фигура 68. Разпределение на откритите аберации чрез aCGH според размера и класификацията. 
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Фигура 69. Хромозомно разпределение на откритите патогенни и вероятно патогенни хромозомни 

микроаберации при 13 пациента. Маркираните с червено са делеции, а със зелено – дупликации. 

 

 

   5.5.1. Патогенни хромозомни микроаберации 

 

 arr[hg19] 17q12(34,360,846-36,216,399)x3 при пациент EP166 

 

Дупликацията бе намерена при момиче с епилепсия, лек ИД и поведенченски 

проблеми. Тя присъства и при сестрата на пробанда, също с изява на епилептични 

пристъпи (Резултати, EP166, Фигура 37Б). Дуплицираният район в регион 17q12 е с размер 

1.856 Mb. Засегнати са 33 UCSC гена, 22 от които са OMIM гени (OMIM: 60375, 182283, 

182284, 609468, 603782, 610757, 601395, 610809, 610144, 604500, 617379, 610275, 612275, 

616159, 601999, 608463, 200350, 602276, 606618, 607291, 612500, 189907). Структурни 

реорганизации в този регион са асоциирани с 17q12 микроделеционен/дупликационен 

синдроми (ОМIM:614526; 614527). Големината на засегнатия участък при тези синдроми 

варира от 1Mb до 2.5Мb. По отношение на 17q12 дупликационния синдром, най- 

типичните клинични черти, характерни за него са интелектуален дефицит, поведенчески 

проблеми, както и забавяне в развитието на речта и моториката. Всички те присъстват при 

пациент EP166. 
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Част от гените, засегнати от дупликацията могат да имат потенциална роля в 

невропсихиатричния фенотип, наблюдаващ се в нашия случай (Фигура 70). Генът LHX1 

(OMIM: 601999) кодира хомеодомейн транскрипционен фактор, участващ в развитието на 

нервната система, чрез контролиране първоначалната траектория на моторните аксони в 

развиващите се крайници при бозайниците (315). В допълнение, LHX1
-/-

 нокаут мишки се 

раждат с аненцефалия (316). До този момент в литературните данни съществува един 

докладван случай на частична дупликация на LHX1 гена, намерена в пациент с ИД, 

фокална кортикална дисплазия и фокална епилепсия. Дупликацията е намерена в мозаично 

състояние в здравата майка (28% от 135 ядра), докато при пациента дупликацията се среща 

в 98 % от изследваните 138 ядра. Базирайки се на тези наблюдения, генът LHX1 би могъл 

да е дозово - чувствителен, с пряка роля в развитието на нервната система (317). 

Друг ген с важно значение е PIGW (OMIM: 616025)- кодира инозитол 

ацилтранфераза, участваща в GPI- свързания транспорт през плазмената мембрана по 

време на гликозилфосфатидилинозитол (GPI) биосинтезата (318). Рецесивни мутации в 

този ген са наблюдавани при случай на синдром на West и синдром на хиперфосфатазия с 

интелектуален дефицит 5 (319).  

Допълнителен ген, засегнат от дупликацията с висока експресия в мозъчна тъкан е 

ACACA - кодира ацетил КоА-карбоксилаза, катализираща лимитиращия етап от 

биосинтезата на дълговерижните мастни киселини (ОМIM: 200350). Съществува хипотеза, 

че дупликации на ACACA биха могли да доведат до епилептогенна активност чрез свръх - 

оползотворяване на наличния ацетил-КоА и последващо нарушение на нормалния 

енергиен метаболизъм в мозъка (320).  

Всички описани гени може да допринасят за наблюдавания поведенчески и 

неврологичен фенотип наблюдавани при пациент EP166. 

 

 
Фигура 70. Схематично изображение на регион 17q12 при пациенти EP166. Синият правоъгълник 

обозначава дуплицирания участък при пациент 166. Със зелено са оградени гените, имащи потенциална 

роля в формиране на болестния фенотип при пациент EP166. Адаптирана от UCSC Genome Browser 

(https://genome.ucsc.edu). 

 

 arr[hg19]1p36.33(1,157,375-1,706,192)x0 и arr[hg19]16p13.3(571,779-798,340)x1 

при пациент EP424 

 

При момиче на 4 години с ИД, пристъпи, моторни проблеми (Резултати;  EP424) 

беше открита делеция в 1p36 региона с размер 0.549 Мb (Фигура 71А). Потвърдителният 
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qPCR показа, че делецията е в хомозиготно състояние (Резултати, Фигура 38Б). Засяга 35 

UCSC гена, 24 от които са ОМIM (614282, 615291, 616593, 601328, 611354, 615467, 605865, 

601365, 617293, 609183, 613482, 611833, 611901, 617227, 612317, 612316, 616101, 617680, 

611141, 603321, 176873, 603320, 116951, 611616). От тях четири гена са асоциирани до 

момента със заболяване - B3GALT6, DVL1, ATAD3A, TMEM240. 

Литературните данни показват, че регион 1p36.33, засегнат от делецията е свързан с 

1p36 делеционния синдром (OMIM: 607872). Делеции в този регион се откриват 

приблизително в 1 на 5000 деца в световен мащаб и така се определят като патогенни 

CNVs с най-висока честота на срещаемост при човека. Заболяването включва ИД, липса 

или нарушение в експресивната реч, поведенчески проблеми, хипотония, епилептични 

пристъпи и структурни аномалии на мозъка (321). Част от гените, разположени в 

засегнатия участък вероятно имат пряка роля във формирането на болестния фенотип, 

наблюдаван при пациент EP424 (Фигура 71А). 

Генът TMEM240 (ОМIM: 607454) кодира високо консервативен трансмембранен 

белтък, експресиращ се предимно в мозъка, чиято функция все още не е изяснена. 

Мутации в него са асоциирани със спиноцеребрална атаксия 21 в комбинация с ИД и 

когнитивни проблеми (322). В този смисъл, недостатъчна доза от продукта на TMEM240 

би могла да обясни статичната атаксия и ИД, хиперактивното поведение и не добре 

развитата реч, наблюдаващи се при нашия пациент. Друг ген, засегнат от делецията е 

ATAD3A (ОМIM: 612316). Той кодира митохондриален мембранен протеин с роля в 

митохондриалния метаболизъм и клетъчен растеж. Доминантни и рецесивни мутации в 

него наскоро бяха асоциирани със синдром на Harel–Yoon, характеризиращ се основно с 

неврологична симптоматика: атаксия, изоставане в НПР, спастичност на крайниците, 

абсансни пристъпи и аксонална невропатия (323). Генът DVL1 кодира вътреклетъчен 

скелетен протеин, високо експресиращ се в мозъка и необходим за разклонението на 

дендритите на невроните по време на ембрионалното развитие (324). Мутации в този ген 

са идентифицирани при пациенти със синдром на Robinow (OMIM: 616331) - рядко АД 

заболяване с характерни дисморфични стигми и микроцефалия. Възможно е 

недостатъчната доза от продукта на този ген да допринася за изявата на комплексния 

фенотип, наблюдаващ се в нашия случай. 

Характерно за 1p36 синдрома, а и за микроделеционните и микродупликационни  

синдроми по принцип, е изключителната вариабилност на фенотипа в зависимост от 

големината на засегнатия участък, гените, включени в него и влиянието на модифициращи 

фактори в рамките на конкретния индивид. Вземайки предвид генното съдържание на 

засегнатия участък, неговата пряка асоциация с известен микроделеционен синдром, както 

и хомозиготното състояние на делецията, ние заключихме, че това е генетичната причина 

за заболяването при EP424. Отсъствието на пълния спектър от симптоми, характерни за 

този синдром вероятно се дължи на по-малкия размер на делецията, съответно нейното 

специфично генно съдържание.  

В допълнение, при EP424 беше открита и микроделеция в регион 16p13.3 с размер 

0.227 Mb (Фигура 71Б). Делецията е в хетерозиготно състояние и бе класифицирана като 
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вариант с неясно клинично значение и вероятно патогенен ефект. Три отделни части от 

този регион, включващи различни гени в него, са свързани с различни синдроми - ATR-16 

синдром, Рубинщайн-Тауби синдром и 16p13.3 микроделеционен синдром. Засегнатият от 

делецията участък е терминален (Фигура 71Б) и попада в района на ATR-16 синдрома 

(Синдром на алфа-таласемия с умствено изоставане; OMIM: 141750). При пациент EP424 

не е документирана хемоглобинопатия, което би могло да се дължи на малкия размер на 

засегнатия участък, както и незасягането на HBA1 и HBA2 гените, кодиращи различни 

хемоглобинови вериги, мутации в които са отговорни за изявата на синдрома.  

 

 

Фигура 71. Схематично изображение на региони 1p36 и 16p13.3 при EP424; червените правоъгълници 

обозначават делетиралия участък съответно в А. Район 1p36 Б. Район 16p13.3. Със зелено са оградени 

гените, имащи потенциална асоциация с клиничния фенотип на пациент 424. Адаптирана от UCSC Genome 

Browser (https://genome.ucsc.edu). 

 

Делецията засяга 28 UCSC гена, 11 от които са OMIM гени (608738, 603257, 605754, 

608121, 613889, 603264, 607207, 609082, 610998, 614666, 611118). Четири от тях са 

асоциирани със заболяване - PIGQ, SOLH, STUB1 и CCD78. Част от гените, съдържащи се 

в района, са високо експресирани в мозъка и играят важна роля в него. Генът METRN 

(OMIM: 610998) кодира белтъка метеорин, който участва във формирането на аксонални 

мрежи по време на неврогенезата (325). Друг ген, STUB1 (OMIM: 607207) също показва 

висока експресия в мозък и кодира убиквитин лигаза/шаперон, участващ в деградацията на 

редица протеинови субстрати в клетката (326). Мутации в него са свързани със АР 

спиноцеребеларна атаксия (ОМIM: 615768), характеризираща се с нестабилна походка, 

мозъчна атрофия, репродуктивни проблеми, а понякога и миоклонии в крайниците. 

Повечето от пациентите със спиноцеребеларна атаксия развиват и лек интелектуален 

дефицит (327,328). Всички тези характеристики се припокриват със симптоматиката, 

наблюдавана при нашия пациент. Мутации в друг ген, засегнат от делецията - SOLH 
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(ОМIM: 603267), са намерени при пациенти със спастична хемиплегия и спастична 

церебрална парализа (http://www.genecards.org/).  

Генът PIGQ (OMIM: 605754) попада в региона, засегнат от делецията в нашия 

случай. Той кодира субединица на N- ацетиглюкозаминил-транферазата, катализираща 

първата стъпка на GPI (гликозилфосфатидилинозитол) биосинтезата. Съществува 

потенциална асоциация на PIGQ с тежката форма на ранна детска епилептична 

енцефалопатия - Ohtahara синдром (329).  

Всички от дотук описаните заболявания са с АР унаследяване. Въпреки 

хетерозиготното състояние на делецията и нейния по-малък размер, отколкото този, 

необходим за изява на синдромно състояние, е възможно тя да допринася за 

наблюдаваните клинични характеристики при EP424. Според хипотезата за двойния удар 

втора аберация служи като отключващ фактор за изява на вариант, класифициран като 

рисков фактор за развитие на дадено заболяване. В допълнение, ефектите от двете делеции 

биха могли да са адитивни и да доведат до изява на отделен фенотип, понякога с по- 

висока степен на тежест от този, който биха имали, ако съществуваха поотделно (169). 

 

 arr[hg19] 7p22.3(83,325-1,008,710)x1 при пациент EP385 

 

При пациент EP385, момиче с епилептични пристъпи, ИД, аутистични черти и 

мозъчно-структурни аномалии  бе намерена  хетерозиготна делеция в терминалната част 

на 7p22.3 района с размер 0.925 Mb (Фигура 72). Делецията засяга девет протеин- 

кодиращи гени, осем от които са OMIM гени (611061, 173430, 176911, 614864, 607723, 

612056, 608114, 610429). Недостатъчната доза от продукта на част от тях може да е 

причина за симптоматиката, наблюдавана при EP385. 

Част от OMIM гените, включени в делецията са асоциирани със заболяване. 

Мутации в FAM20C са свързани с Raine синдром (OMIM: 259775) - АР остеосклеротична 

костна дисплазия с микроцефалия и лоша прогноза; HEATR2 гена е асоцииран с друго АР 

заболяване - цилиарна дискинезия (OMIM: 614874). Продуктът на PRKAR1B гена 

представлява цАМФ - зависима протеин киназа А, участваща в регулацията на 

въглехидратния и липидния метаболизъм, както и в други разнообразни процеси в 

клетката. Хетерозиготна мутация в PRKAR1B е асоциирана с потенциално ново АД 

невродегенеративно заболяване с късно начало, дължащо се на акумулирането на 

интермедиерни филаменти в клетката, чието фосфорилиране се регулира от протеин 

киназа А (330). Друг ген, засегнат от делецията, PDGFA (OMIM: 173430) не е асоцииран 

със заболяване все още, но показва висока екпресия в мозък и е необходим за правилното 

формиране на олигодендроцитите и миелинизацията на малкия и гръбначния мозък (331). 

В този смисъл, недостатъчна доза от продукта на PDGFA би могла да е причина за част от 

неврологичните характеристики при нашия пациент. Допълнително, друг засегнат ген, 

SUN1 (ОМIM: 607723) е също високо експресиран в мозък. Продуктът на този ген е част от 

LINC цитоскелетния комплекс, който има специфична роля в радиалната невронална 

миграция в мозъчната кора, както и в миграцията на глиалните клетки по време на 

http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CAPN15&keywords=SOLH#diseases
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формирането на нервната система. Експерименти с SUN1
-/-

 нокаут мишки показват 

дефекти в невроналното развитие - наблюдава се нарушена радиална миграция на 

невроните (332). 

Съществуват литературни данни за делеции в 7p22.3 районa, асоциирани с 

генетично - хетерогенния синдром Cornelia de Lange (CdLS). Той представлява АД 

мултисистемно заболяване, характеризиращо се с изоставане в НПР, епилептични 

пристъпи, поведенчески проблеми, специфичен лицев дисморфизъм, скелетни и мозъчни 

аномалии, ИД, задръжка в развитието на речта и други (333). Клиничните характеристики 

на нашия пациент (Резултати, пациент EP385) покриват минималните диагностични 

критерии, небходими за поставянето на диагнозата CdLS (334). Те включват изоставане в 

развитието, задръжка в развитието на речта, вродени мозъчни аномалии, специфични 

поведенчески нарушения (ADHD, агресия, самонаранявания и други), специфичен лицев 

дисморфизъм. Всички те присътстват в анамнезата на пaциент EP385. 

 В допълнение, делеция с подобен размер и локализация е докладвана при пациент с 

дисморфизъм, изоставане в НПР и допълнителни вродени аномалии (335). При пациентът, 

описан от Salas-Labadía и съавтори се наблюдават допълнителни скелетни и 

дерматологични аномалии, но те биха могли да са резултат от допълнителната 7.5Mb 

делеция, намерена в 7q36 региона. 

В крaйна сметка, асоциацията на 7p22.3 региона с CdLS синдрома, както и 

наблюдаваните специфични клинични черти при пациент EP385 ни даде основание да 

поставим генетична диагноза синдром на Cornelia de Lange. 

 

 

 
Фигура 72. Схематично изображение на регион 7p22.3; червеният правоъгълник обозначава делетиралия 

участък при пациент EP385. Със синьо са оградени гените, имащи потенциална асоциация с клиничния 

фенотип на пациент EP385. Адаптирана от Database of Genomic Variants (DGV) 
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 arr[hg19] 2q24.1q24.3(159,156,845-167,711,717)x1 при ЕP437; 

            arr[hg19] 2q24.3q31.1(164,807,751-170,315,525)x1 при ЕP539 

 

При пациенти EP437 и EP539 бяха намерени хетерозиготни  делеции в райони 

2q24.1q31.1, засягащи дългото рамо на хромозома 2 с размери 8.55 Мб и 5.51 Мб 

съответно (Фигура 73). Двете делеции засягат различни хромозомни райони (q24.1q24.3 

при EP437 и q24.3q31.1 при EP539), но съществува критичен район на припокриване 

между тях, съдържащ SCN- генния клъстер (Фигура 73). Гените SCN1A (OMIM: 182389), 

SCN2A (OMIM: 182390), SCN3A (OMIM: 182391) и SCN9A (OMIM: 603415) кодират 

различни субединици на потенциал зависими Na
+
-канали, разположени в мембраната на 

невроните и отговорни за генерирането и разпространението на нервния импулс. 

Хетерозиготни мутации в тези гени са причина за изява на различни форми на епилепсия и 

епилептични синдроми (336). Мутации от различен тип в SCN1A и SCN9A са отговорни за 

развитие на АД GEFS+ синдром и неговата по-тежка форма – епилептичната 

енцефалопатия синдром на Dravet или SMEI (тежка миоклонична епилепсия в детството), 

при който е характерно постепен регрес в интелектуалното развитие (51,55,65). Мутации в 

SCN2A също са документирани като причина за DS, като този ген е мутирал и в някои 

случаи на бенигнени фамилни неонатални пристъпи, ранна детска епилептична 

енцефалопатия 11 и аутизъм (61,76,337). Доминантни мутации в SCN3A са причина за 

фокални епилепсии (338). Така, делеция на този генен клъстер във всички случаи е 

причина за изява на епилептични пристъпи, включителнo и при пациенти EP437 и EP539. 

 

По литературни данни се касае за 2q24 микроделеционен синдром (епилептична 

енцефалопатия) с различно изразена клинична симптоматика -  епилептични пристъпи, 

микроцефалия, дисморфични белези, цепки на небцето, очни аномалии (колобома на 

ириса, катаракта и микрофталмия), изоставане в растежа, ИД, сърдечни дефекти, аномалии 

на крайниците, аутистични прояви и други (66; 339-346). Характерно за 2q24 синдрома, а и 

за микроделеционните и микродупликационни синдроми по принцип, е изключителната 

вариабилност на фенотипа в зависимост от големината на засегнатия участък, гените, 

включени в него и влиянието на модифициращи фактори в рамките на конкретния 

индивид. В този смисъл, въпреки факта, че се засяга един и същи регион от дългото рамо 

на хромозома 2 в двaта случая, се наблюдава известна разлика в тежестта на фенотипа. 

Пациент EP539, заедно със структурните измененения в мозъка и изоставането в НПР, не 

показва клиника на малформативен синдром, за разлика от пациент EP437. Това би могло 

да се дължи както на по-малкия размер на делецията, така и на съдържанието на 

специфични гени в засегнатия регион (Фигура 73).   
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Фигура 73. Схематично изображение на регион 2q24.1q24.3 и 2q24.3q31.1 при пациенти EP437 и 

EP539 съответно. Червените правоъгълници обозначават делетираните участъци при EP437 и EP539. Със 

червено са оградени сигурно патогенните гени, а в зелено тези, имащи потенциална роля в формиране на 

комплексния болестен фенотип при пациент EP437. Адаптирана от UCSC Genome Browser 

(https://genome.ucsc.edu) 

 

Делецията при EP437 е по-голяма и освен SCN- клъстера от гени, недостатъчната 

доза от чийто продукти е отговорна за изявата на рефрактерната епилепсия, са засегнати 

допълнително и няколко гена с потенциална роля в по-сложния болестен фенотип (Фигура 

73, зелено- оградени гени):  

 TBR1 (OMIM: 604616) кодира транскрипционен фактор, експресиращ се в 

няколко района в мозъка: кора, хипокампус, амигдала и очна ябълка. Играе важна роля в 

миграцията на невроните към кортекса по време на ембрионалното развитие. Установено 

е, че при TBR
-/- 

нокаут мишки се нарушава нормалната миграция и правилните аксонални 

проекции в няколко мозъчни области, включително мозъчна кора и очна ябълка (347). 

Генът TBR1 e част от сигналния път CASK-TBR1-RELN, участващ в миграцията на 

постмитотичните неврони към кортекса (347). Нарушения в правилното им разпределяне 

би могло да е причина за структурните мозъчни изменения и двустранната колобома на 

ириса, наблюдаващи се при пациент EP437.  

 SLC4A10 (OMIM: 605556) – продуктът на този ген представлява Na
+
 зависим 

хлор-бикарбонатен транспортер, регулиращ вътреклетъчното pH в невроните, в клетките 

на choroid plexus в мозъчните вентрикули, отговорни за формирането на гръбначно- 

мозъчна течност и pH на ектрацелуларното пространство в мозъка. Структурни 

реорганизации, засягащи този ген са причина за изява на комплексна парциална 

епилепсия, в комбинация с ИД (348). В допълнение, при SLC4A10
-/-

 нокаут мишки се 

наблюдава намаляване на въбудимостта на невроните с разстройства в зрението, както и 

нарушена невронална пластичност (349,350). 
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 KCNH7 (OMIM: 608169) кодира порообразуващата алфа субединица на 

бързо инактивиращи се потенциал-зависими К
+
 канали. Такъв тип канали регулират 

редица процеси, каквито са отделянето на невротрансмитерни молекули, сърдечен ритъм, 

възбудимост на неврона, съкращение на гладка мускулатура (351). Мутации в този ген са 

асоциирани с биполярно разстройство (352). 

 DPP4 (OMIM: 102720) и GCG (OMIM: 138030) - кодират съответно 

дипетидил пептидаза и препроглюкагон. И двата гена участват във въглехидратния 

метаболизъм, а нарушени нива на глюкоза се наблюдават в много случаи на синдромен ИД 

и хипотония. Препроглюкагонът представлява прекурсора на глюкагона (GP1), а 

дипептидил пептидазата регулира нивата на глюкоза чрез инхибиране на GP1 (343). При 

пациент EP437 нивата на глюкоза са в нормални граници, но за да се изясни дали 

недостатъчност на тези два гена има патологичен ефект е небходимо по-нататъшно 

проследяване на кръвната глюкоза при пациента. 

 IFIH1 (ОМIM: 606951) - кодира DEAD box протеин участващ в ядрения и 

митохондриален сплайсинг, инициация на транслацията, и асемблирането на 

сплайсозомата и рибозомата с предполагаема роля в клетъчното делене и растеж. 

Хетерозиготни точкови мутации в този ген са причина за изява на два АД синдромни 

състояния - синдром на Aicardi-Goutieres 7 (OMIM: 615846) и синдром на Singleton-Merten 

1 (OMIM: 182250). И за двата синдрома е характерна разнообразна клинична 

симптоматика с акцент върху абнормалното развитие на костите и зъбите при Singleton-

Merten синдрома и нарушение в нервната система с психични отклонения при синдрома на 

Aicardi-Goutieres. Освен епилепсия и ИД, за последния синдром са характерни и 

микроцефалия, отслабен мускулен тонус (хипотония), структурно-мозъчни аномалии, 

вътреутробно изоставане в развитието и липса на говор.  

 FIGN (OMIM: 605295) - мутации в неговия ортолог при мишки са 

асоциирани с редукция в растежа на ретиналния епител, като в резултат се наблюдава 

микрофталмия, както и скелетни аномалии (сраствания на кости на черепа), при които се 

повишава риска от микроцефалия (353). 

С оглед на генното съдържание, големината на намерените делеции в 2q24 региона 

и асоциацията им с добре познат микроделеционен синдром може да се твърди, че те са 

генетичната причина за заболяването при пациенти EP437 и EP539. 

 arr[hg19] 1p34.2(43,251,879-43,416,139)x1 при пациент EP270 

При пациент EP270 беше открита микроделеция в 1p34.2 с размер 0.165 Mb, 

засягаща SLC2A1 гена. Делецията, намерена чрез микрочипов анализ, обхваща почти 

целия SLC2A1 ген (освен екзон 1), кодиращ GLUT1 - основния транспортер на глюкоза 

през кръвно - мозъчната бариера (Фигура 74). Глюкозата е основния източник на енергия 

на нервните клетки и прекъсване на глюкозния транспорт в резултат на мутации в SLC2A1 

води до синдром на дефицит в глюкозния транспортер – GLUT1 - DS (ОMIM: 606777). 
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Класическата форма на синдрома се характеризира с миоклонични и абсансни 

пристъпи, придобита микроцефалия, ИД, моторни проблеми, разстройство в развитието и 

намалено съотношение на количеството глюкоза в цереброспинална течност и кръв (93). 

Характерно за лечението на синдрома е, че епилептичните пристъпи се повлияват добре от 

кетогенна диета с изключването на въглехидратни източници, тъй като кетоновите тела са 

алтернативен източник на енергия за мозъка. Заболяването е АД въпреки, че са 

документирани и АР форми (354). Досега са докладвани над 100 мутации в SLC2A1 като 

причина за синдрома, като спектърът им е разнообразен - големи делеции, засягащи част 

от гена или целия ген, точкови мутации с промяна на смисъла, с прекъсване на рамката на 

четене, “frameshift” и сплайс - място мутации. Синдромът се характеризира с голяма 

клинична хетерогенност, въпреки наличието на три задължителни групи неврологична 

симптоматика – епилептични пристъпи при 90% от случаите, моторни и когнитивно-

поведенчески нарушения (96). Това затруднява поставянето на диагноза и най-сигурния 

диагностичен белег на синдрома остава хипогликорахията, процедурата за определянето 

на която се извършва рядко поради инвазивния характер на получаването на 

цереброспинална течност (ЦСТ).  

В нашия нашият случай не е проведено определяне съотношението на 

концентрациите на глюкоза в ЦСТ и плазма. При пациент EP270 в плазма се наблюдават 

нормални стойности на глюкозна концентрация. В допълнение, наличието на 

допълнителни синдромни характеристики при EP270 (асиметричен гръден кош, очни 

аномалии и темпорална дисплазия) ни даде основание да допуснем, че става въпрос за 

микроделеционен/дупликационен синдром. Наличието на почти цялостна делеция на 

едното копие на SLC2A1 гена, открита чрез aCGH, ни даде основание да поставим 

генетичната диагноза GLUT1 DS. Този резултат още веднъж доказва хетерогенността на 

изява на GLUT1 DS и трудността в поставянето на правилната диагноза без извършване на 

цялостния спектър от диагностични процедури при такива пациенти.  

 

 
Фигура 74. Схематично изображение на регион 1p34.2, засягащ почти всички екзони на SLC2A1 гена; 

червеният правоъгълник обозначава делетиралия участък при пациент EP270. Адаптирана от Database of 

Genomic Variants (DGV).  
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 arr[hg19] 6q26(162,707,603-163,050,403)x3 при пациент EP324 

 

При пациент EP324 микрочиповият анализ открива 0.343 Mb делеция в регион 

6q26, засягаща екзон 2 от PARK2 гена (ОМIM: 602544) (Фигура 75). Той кодира Паркин Е3 

убиквитин лигаза, високо експресирана при редица невронални процеси в различни 

области на мозъка. Първоначално мутации в този ген са определени като генетична 

причина за АР ювенилен паркисонизъм (355). Наскоро няколко проучвания асоциираха 

интрагенни микроделеции в PARK2 с когнитивно-поведенческия дефицит, характерен за 

аутизма (356-358). 

Досега са известни четири PARK2 дупликации, докладвани в литературата. Всички 

те са намерени при пациенти с взаимно припокриващ се фенотип, засягащ развитието на 

нервната система (357,359-361). Клиничните характеристики при пациент EP324, които се 

припокриват с тези, докладвани по литературни данни са забавено общо развитие (5/5), 

дисморфични стигми (4/5), забавено психомоторно развитие/ИД (5/5), хипотония (4/5), 

задръжка в развитието на речта (4/5), аутистични черти (3/5), стереотипии (2/5), и 

епилепсия (2/5). Три от докладваните дупликации са унаследени от здрава майка, което 

предполага непълна пенетрантност на заболяването (359-361). В един пациент с аутизъм 

дупликацията се унаследява от болен баща (357), докато в нашия случай сегрегационния 

qPCR анализ показа, че тя липсва при родителите (Резултати, Фигура 41Б).  

В допълнение, пациенти с подобен размер дупликации са докладвани в DECIPHER 

базата-данни (https://decipher.sanger.ac.uk/; пациенти:  279606, 264250, 279450, 279451, 

292668). Всички те имат аутизъм, ИД, стереотипно поведение и нарушен говор. Така, 

нашите данни подкрепят наскоро предложената хипотеза за откритие на нов 

микроделеционен/дупликационен синдром, дължащ се основно на промени в броя копия 

(CNVs), засягащи PARK2 гена (359,360). 

 

 
Фигура 75. Схематично изображение на регион 6q26, включващ част от PARK2 гена; синият правоъгълник 

обозначава дуплицирания участък, засягащ екзон 2 при пациент EP324. Адаптирана от Database of Genomic 

Variants (DGV). 

 

https://decipher.sanger.ac.uk/
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 arr[hg19] 7q31.1(111,194,597-111,333,959)x0 при пациент EP498 

При момиче на четири години чрез aCGH беше открита 0.139 Mb хомозиготна 

делеция, засягаща първите два екзона на IMMP2L гена (Фигура 76). Генът IMMP2L 

(OMIM: 605977) кодира една от субединиците на мембранна пептидаза, част от голям 

протеинов комплекс, с роля в процесирането на незрели аминокиселинни секвенции на 

ядрено - кодирани белтъци, насочени за импорт в митохондрия. Точкови мутации и/или 

интрагенни CNVs в този ген са намерени при пациенти със синдром на Gilles De La 

Tourette (OMIM: 137580) - неврологично заболяване, характеризиращо се двигателни и 

вокални тикове, често в комбинация с ADHD и аутизъм. В допълнение, делеция на 

IMMP2L е намерена при пациент с невропсихиатричен фенотип, какъвто е ADHD (362). 

Интрагенни делеции с размер между 150 Kb и 370 Kb, засягащи същите екзони, както в 

нашия случай, са намерени при пациенти с комплексни неврологични характеристики, 

включващи освен епилепсия, задръжка в развитието на речта и моторни проблеми (363).  

В допълнение, проведени са експерименти с IMMP2L
-/-

 миши модели, показващи 

редуциран потенциал за процесиране на белтъчни субстрати в мозъчна тъкан при 

липсваща функция на пептидазата (364). Това би могло да доведе до повишена продукция 

на супероксидни радикали като резултат от хиперполяризацията на вътрешната 

митохондриална мембрана и последващо отделяне на про-апоптични белтъци с 

последваща клетъчна смърт и развитие на атаксия и хипоплазия на церебелума (364,365). 

Експресионните нива на IMMP2L иРНК са по-високи в астроцитите, сравнени с всички 

останали мозъчни клетъчни типове при човека. Скорошно проучване показа, че 

изключването на IMMP2L гена води до нарушена експресия на няколко други гена, 

участващи в развитието на ЦНС и това може да е причина за наблюдавания фенотип при 

пациенти, при които няма работещи копия от митохондриалната пептидаза в резултат от 

мутации в IMMP2L гена (366). Хетерозиготни делеции с подобен размер и локализация са 

докладвани при седем пациента в DECIPHER базата данни (277828, 277944, 292999, 

305787, 274898, 282286, 300714). Класификацията на тези делеции е противоречива: при 

част от DECIPHER пациентите тя е класифицирана като вариант с неясна клинична 

значимост (UCS), защото е унаследена от здрав родител, т.е. наблюдава се непълна 

пенетрантност на заболяването. При останалата група пациенти вариантът е класифициран 

като вероятно патогенен.  

С оглед на литературните данни и факта, че делецията на IMMP2L гена е в 

хомозиготно състояние, би могло да се твърди че тя е генетичната причина поне за част от 

симптоматиката при пациент EP498. 
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Фигура 76. Схематично изображение на регион 7q31.1, включващ част от IMMP2L гена; червеният 

правоъгълник обозначава делетиралия участък, засягащ първите 2 екзона при пациент EP498. Адаптирана от 

от Database of Genomic Variants (DGV). 

 

    5.5.2. Аберации с неясно клинично значение и вероятно патогенен ефект 

 

 arr[hg19] 15q13.3(32,016,364-32,514,980)x3 при пациент EP405 

 

Намерената при EP405 дупликация в район 15q13.3 е с размер 499 Kb и засяга целия 

CHRNA7 ген (OMIM: 118511) (Фигура 77). Дупликацията беше открита и при брата на 

пробанда, показващ сходни клинични характеристики (Резултати, Пациент EP405). Генът 

CHRNA7 кодира α-субединицата на никотинов холинергичен рецептор, екпресиращ се 

предимно в GABA-инхибиторните интерневрони, в хипокампуса и стриатума. 

Проксималният регион 15q11-14 региона се характеризира с наличието на множество 

нискокопийни повторени последователности (LCR- Low Copy Repeats) с висок процент на 

хомология, които оформят няколко точки на счупване (BP) и правят региона 

изключително нестабилен (367). Рекурентни хомо- и хетерозиготни делеции с подобен 

размер в 15q13.3 района, лежащи между точки на счупване BP4 и BP5, засягащи този ген 

са свързани с изява на 15q13.3 микроделеционен синдром, характеризиращ се с 

разнообразни клинични характеристики - епилептични пристъпи, когнитивни и 

поведенчески проблеми, общи и лицеви дисморфизми, различен по степен ИД и други 

(OMIM: 612001).  

Дупликации с размер между 350 и 680 Kb, разположени между същите точки на 

счупване BP4 и BP5, са намерени както в здрави контролни индивиди, така и при 

множество пациенти с разнообразен невропсихиатричен фенотип - ИД, общо забавяне в 

развитието, както и мускулна хипотония, поведенчески проблеми и аутистични стигми, 

при които дупликацията е класифицирана като вариант с неясна клинична значимост 

(116,301,367,394). Съществува случай и на трипликация, засягаща CHRNA7 с подобен 

размер като този в нашия случай, сегрегираща в три поколения с невросихиатрични 

проблеми и поведенчески нарушения (368). Всички тези данни показват, че е възможно 

висока доза от продукта на CHRNA7 гена да нарушава нормалното функциониране на 

синаптичната комуникация между невроните. Допълнително, съществува предположение 
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за ролята на CHRNA7 дупликации в изявата на дефекти в развитието на устните и небцето 

(високо небце, цепки на устната) (369). При пациент EP405 и нейния брат също се 

наблюдава високо небце. При пациенти с дупликация на CHRNA7 обаче, епилепсията не е 

често срещана клинична характеристика, въпреки, че съществуват съобщени случаи на 

ГГЕ с дупликации, засягащи този ген (301,394). По литературни данни, 15q13.3 

дупликации във всички случаи са унаследени, но се наблюдава непълна пенетрантност и 

вариабилна експресивност на заболяването (116,370). В базата-данни DECIPHER има 

множество докладвани случаи на подобен размер и локализация дупликации, за които има 

противоречива информация – класифицирани като по-скоро непатогенни, с неясна 

клинична значимост или вероятно патогенни.  

Функционални изследвания на индуцирани плурипотентни стволови клетки и 

невронни предшественици, генерирани от пациенти с 15q13.3 дупликации и делеции 

показват, че както делециите, така и дупликациите се свързват с намаляване на притока на 

калциеви йони, зависим от никотиновите холинергични рецептори (α7 nAChR), макар и по 

различен патомеханизъм и могат да имат отношение към наблюдавания фенотип (371). 

Възможно е дупликацията да е отговорна за изявата на ИД, високото небце, 

мускулната хипотония при EP405 и нейния брат, но не може да обясни епилептичния 

синдром, наблюдаван и при двамата сиблинги. Допълнително, по литературни данни 

дупликацията е унаследена във всички случаи, което повишава вероятността тя да е 

унаследена от един от здравите родители, които са без данни за невропсихиатрично 

заболяване или епилепсия. Поради противоречивите данни в световната литература и бази-

данни относно патогенността на откритата дупликация, както и според препоръките на 

ACMG, тя беше класифицирана като вероятно патогенен вариант с неясна клинична 

значимост. 

 

 
Фигура 77. Схематично изображение на регион 15q13.3, включващ ген CHRNA7. Сините правоъгълници 

обозначават дуплицираните участъци при пациент EP405-3 (тъмно синьо) и нейния брат – EP405-4 (светло 

синьо). Адаптирана от Database of Genomic Variants (DGV). 
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 arr[hg19] 9q33.1(119,303,085-119,990,036)x3 при пациент ЕP223 

 

При пациент EP223 микрочиповият анализ детектира 0.687 Mb дупликация в 9q33.1 

региона. Дупликацията засяга целия TRIM32 ген и част от екзоните на ASTN2 гена (Фигура 

78). Генът TRIM32 кодира убиквитин лигаза, част от по-голяма убиквитин-лигазна 

система, отговорна за деградацията на редица белтъци. Хомозиготни мутации в този ген са 

асоциирани с АР заболявания като мускулна дистрофия на пояса и крайниците (OMIM: 

254110) и синдром на Bardet-Biedel (OMIM: 615988), при който част от характерните черти 

са интелектуалния дефицит и наднорменото тегло. Генът ASTN2 кодира белтък 

астротактин, играещ ключова роля в развитието на мозъка при бозайниците чрез 

формиране на връзки между невроните и астроглиалните клетки в малкия мозък, кортекса 

и хипокампуса, медиирайки невроналната миграция в тези области (372). Продуктът на 

ASTN2 формира комплекс с неговия паралог ASTN1 (трансмебранен белтък, осъществяващ 

невроно-глиалното взаимодействие) като регулира неговата експресия върху повърхността 

на невробластите (373). Генът TRIM32 е разположен в противоположна ориентация в 

рамките на интрон на по-големия ASTN2 ген (Фигура 78) и вариации в броя копия, 

засягащи двата гена са определени като рискови фактори за развитие на неврокогнитивни 

разстройства, каквито са ADHD, аутизъм, ИД, епилепсия, шизофрения и други (374,375). 

Въпреки припокриването на част от фенотипа със синдрома на Bardet-Beidel, в 

литературата няма описани случаи на дупликации, засягащи TRIM32, които водят до 

развитието на синдрома. Затова, по-скоро дозова чувствителност на ASTN2 гена е 

отговорна за лекия ИД и епилепсията, наблюдаващи се в нашия случай. Все пак, за да се 

обясни целия спектър от клинични симптоми, е необходимо да се проведе друг 

широкообхватен метод, какъвто е екзомното секвениране, с цел да се потърсят патогенни 

точкови варианти в гени, имащи отношение към наблюдавания фенотип при пациент 

EP223. 

 

 

Фигура 78. Схематично изображение на регион 9q33.1, включващ част от ASTN2 и TRIM32 гените; синият 

правоъгълник обозначава дуплициралия участък, засягащ част от ASTN2 гена и целия TRIM32 ген при 

пациент EP223. Адаптирана от Database of Genomic Variants (DGV). 
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 arr[hg19]10q21.3 (68,181,834- 68,292,471)x1 при пациент EP222 

 

При мoмче на 12 години с диагноза редки ГТКП и умерен към тежък ИД беше 

намерена хетерозиготна делеция с размер 0.111 Mb, засягаща екзон 11 от CTNNA3 гена, 

разположен в хромозомен район 10q21.3 (Фигура 79). Генът CTNNA3 кодира алфа катенин 

(кадхерин-свързващ белтък), който представлява клетъчно-адхезионна молекула, играеща 

роля основно в междуклетъчните контакти на мускулните клетки. Дефекти в този ген са 

свързани с аритмогенна дясна вентрикуларна дисплазия 13 - прогресивно миокардно 

заболяване, свързано с аномалии в камерите на сърцето (376). В допълнение, CTNNA3 е 

вероятен кандидат ген за епилептична енцефалопатия от типа на Landau Kleffner синдром 

(219,377). В друго изследване се открива хетерозиготна делеция, засягаща екзон 11 от гена 

при случай на разстройство, свързано с аутистичния спектър, ненамерена досега в над 

6000 здрави контроли. Авторите установяват, че катенина има 95% идентичност между 

човек и мишка, и че CTNNA3 гена показва най-висока експресия в хипокампуса и кората на 

мозъка (378). Делецията, намерена при нашия пациент също засяга екзон 11 от CTNNA3 

гена. Това ни дава основание да смятаме, че тази аберация има отношение към 

аутистичния фенотип, който пациент EP222 проявява.  

 

 
Фигура 79. Схематично изображение на регион 10q21.3, включващ част от CTNNA3 гена; червеният 

правоъгълник обозначава делетиралия участък, засягащ екзон 11 при пациент EP222. Адаптирана от 

Database of Genomic Variants (DGV). 

 

 arr[hg19] 6p25.1(5,259,570-5,359,994)x1 при пациент EP327 

Чрез микрочиповия анализ беше потвърдена и 0.100 Mb делеция в район 6p25.1, 

засягаща FARS2 гена, унаследена от здрава майка (Фигура 80). Генът FARS2 кодира ензима 

митохондриална фенилаланин - тРНК синтетаза клас II, катализираща свързването на 

активиранатa аминокиселинa към специфичната за фенилаланин транспортна РНК по 

време на транслацията (379). Хомозиготни и двойно хетерозиготни мутации в този ген са 
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причина за изява на синдроми на Alpers и комбиниран дефицит на окислителното 

фосфорилиране 14 (COXPD14) (OMIM: 614946). COXPD14 представлява митохондриална 

енцефалопатия - тежко АР заболяване, характеризиращо се с ранна задръжка в рaзвитието, 

пристъпи и лактатна ацидоза. Биохимични изследвания показват дефицит на множество 

ензими, свързани с дихателните електрон-транспортни вериги в митохондриите (380). 

Синдромът на Alpers e тежко мултисистемно заболяване, засягащо опорно-двигателната и 

нервната системи. Пациенти с това заболяване показват три основни характерни симптома: 

повтарящи се рефрактерни миоклонични пристъпи, регрес в психомоторното развитие и 

чернодробно заболяване. Друга отличителна черта е кортикалната некроза на мозъка, 

наблюдавана чрез ЯМР (381). Други автори откриват 88 Kb делеция, засягаща част от 

FARS2 гена при пациент с тежка епилептична енцефалопатия с последващ регрес в 

интелектуалното развитие и атрофия на кората на малкия мозък (382). Описаните 

клинични характеристики се припокриват с тези, наблюдавани при пациент EP327, но 

съществено се различават от по-комплексните синдроми, свързани с по-големи делеции в 

6p25.1 (>500 Kb). Възможно е, заради по-малкия размер на делецията в нашия случай и 

този, докладван от Almalki и съавтори (382), да се оформя отличителен болестен фенотип, 

включващ епилептични пристъпи като водещ симптом, в комбинация с ИД. Освен този 

случай, съществуват още три докладвани пациента с делеции с подобен размер и ЯМР 

аномалии, епилепсия и изоставане в развитието, всички унаследени от майка (385,386). 

Всички докладвани делеции обаче се откриват в комбинация с допълнителна точкова 

мутация в FARS2 гена. 

 

 

Фигура 80. Схематично изображение на регион 6p25.1, включващ част от FARS2 гена; червеният 

правоъгълник обозначава делетиралия участък, засягащ екзон 1 при пациент EP222. Адаптирана от 

Database of Genomic Variants (DGV). 

 

Поради липсата на литературни данни за болестния ефект на хетерозиготни 

мутации в CTNNA3 и FARS2 гените, описаните едно-екзонни делеции не са достатъчни, за 

да се обясни клиничния фенотип на пациенти EP222 и EP327. От друга страна, 
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сравнителния анализ на случаите, описани в литературата и нашите пациенти показа, че 

всички показват сходни клинични характеристики. За да се провери дали EP222 и EP327 са 

двойно-хетерозиготни носители на дефекти в двата гена, беше проведен секвенционен 

анализ на кодиращите последователности на FARS2 и CTNNA3 гените, но не бяха открити 

патогенни точкови варианти в нито един от тях. Все пак, с оглед на припокриващия се 

фенотип на нашите пациенти с тези, описани в литературата, е възможно те да имат 

допълнителна мутация в друг ген, свързан с нормалното невропсихично развитие. За да се 

провери тази вероятност, е необходимо да се приложи по-широкообхватен метод, каквито 

са таргетното или цялостното новогенерационно секвениране на голям брой гени, което би 

могло да се осъществи в рамките на бъдещ проект.  

 arr[hg19] 15q22.31(64,242,830-65,570,262)x1 при пациент EP409 

 

При пациент EP409 чрез микрочипов анализ беше открита 1.33 Mb делеция, 

засягаща 15q22.31 региона (Фигура 81). Делецията не сегрегира с болестния фенотип в 

семейството - не беше открита при майката, също с история за епилепсия (Резултати, 

Фигура 50). Майката е имала ГТКП в детството, но не показва допълнителни 

невропсихологични нарушения, в сравнение с EP409. Това би могло да се дължи на 

допълнителен генетичен вариант, недетектируем с микрочиповата технология, който да 

допринася за епилептичния фенотип в семейството. В този смисъл, наблюдаваната делеция 

би могла да влияе върху фенотипа на принципа на двойния удар, като го влошава и води 

до развитието на ИД допълнителните синдромни черти, които EP409 показва.   

Делеция с такъв размер и локализация не се открива при здрави контролни 

индивиди в DGV базата-данни. Тя засяга 25 UCSC гена, 16 от които са OMIM (616567, 

601272, 123841, 606274, 610696, 604501, 617474, 604152, 610953, 608181, 6111766, 612085, 

613727, 608138, 6156611, 603489). Шест от OMIM гените са асоциирани с болестен 

фенотип (Фигура 81). Два гена са свързани с АР (ACP33, OMIM: 608181; TRIP4, OMIM: 

604501) и един ген с АД (KBTBD13, OMIM: 613727) мускулни заболявания. При пациент 

EP409 не се наблюдават нарушения в нормалната функция на мускулите, което 

потвърждава факта, че присъствието на едно здраво копие от съответния ген е достатъчно 

за поддържане на нормална мускулна физиология. Два други гена, засегнати от аберацията  

са асоциирани с абнормен скелетен фенотип, също неприсъстващ при нашия пациент: 

PPIB (OMIM: 123841) и CILP1 (OMIM: 603489). Мутации в ген MTFMT (OMIM: 611766) 

са генетична причина за изява на АР митохондриално заболяване: комбиниран дефицит на 

окислителното фосфорилиране 15, чийто клинични характеристики отчасти се 

припокриват с тези, наблюдавани при нашия пациент - ИД, проблеми с речта, епилептични 

пристъпи, страбизъм. С оглед на това, че няма докладвани хетерозиготни MTFMT 

мутации, които да са причина за абнормна функция на митохондриите, този ген по-скоро 

няма съществена роля във формиране на фенотипа при EP409. 
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От друга страна, недостатъчната доза от продукта на друг ген, CSNK1G1 (OMIM: 

606274), засегнат от делецията вероятно играе роля във формирането на болестният 

фенотип при нашия пациент (Фигура 81). Несинонимна CSNK1G1 мутация е намерена при 

случай с епилепсия, микроцефалия и забавяне в развитието (214). Генът CSNK1G1 кодира 

казеин-киназа 1 (CK1) и някои от изоформите му са високо експресирани в няколко 

мозъчни районa при мишки, включително и стриатума - район, свързан с движението и 

мотивационно-базираното поведение (387). В мозъка CK1 играе роля в поддържането на 

правилната глутаматаергична синаптична трансмисия чрез отрицателна регулация на 

NMDA (N- метил- D - аспартат) рецепторите. Така, при отсъствие на едно копие от 

CSNK1G1 гена е възможно да се повиши NMDA медиираната глутаматергична нервна 

възбудимост и като резултат - нарушения в поведението и мисловната дейност, 

характерстики наблюдавани при EP409 (Резултати, пациент 409). В допълнение, 

продължително активирано състояние на NMDA рецепторите води до глутаматна 

токсичност за клетката, което е възможно да причини клетъчна смърт в резултат от 

повишени нива на Ca
2+ 

в нея (388). С оглед наличието на калцификати в лява 

малкомозъчна хемисфера, наблюдавани чрез ЯМР при пациент EP409, oчевидно се касае 

за разстройство в калциевия метаболизъм. Въпреки това, точния патомеханизъм все още 

не е известен и публикуването на допълнителни мутации в CSNK1G1 при пациенти с 

подобен фенотип, както и проучвания върху моделни организми ще спомогнат за 

определяне ролята на този ген в патогенезата на заболяването. 

 

 arr[hg19] 15q13.1(29,096,386-29,498,094)x3 при пациент EP381 

 

При пациент EP381 беше открита 0.402 Mb дупликация, засягаща 15q13.1 региона. 

Тя покрива целият APBA2 ген (OMIM: 602712) (Фигура 82). Дупликацията сегрегира с 

болестния фенотип в семейството - открива се при болна майка, нейната сестра, както и 

 
Фигура 81. Схематично изображение на регион 15q22.31 при пациент EP409. Червеният 

правоъгълник обозначава делетиралия участък при пациент EP409. Със червено е ограден гена с най - 

голяма вероятност за участие във формиране на фенотипа, а в зелено тези, асоциирани със заболявания от 

различен тип, но несъвпадащи с клиничните симптоми при EP409. Адаптирана от UCSC Genome Browser 

(https://genome.ucsc.edu) 

 

https://genome.ucsc.edu/
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при баба по майчина линия. Всички засегнати членове на семейството имат различен по 

тежест ИД, история за пристъпи и психиатрични нарушения. Дупликацията не беше 

намерена  при клинично здравия дядо по майчина линия (Резултати, Фигура 49).  

Генът APBA2 е разположен между горещи точки на скъсване BP3 и BP4 в 15q13.1 

региона, характеризиращи се с висока степен на нестабилност, в които се случват много 

делеционни и дупликационни събития, асоциирани с разстройства от аутистичния спектър 

и ИД (389). В допълнение, цялостно генни дупликации на APBA2 са асоциирани с 

шизофрения с ранно начало (314) и аутизъм (389,390). Досега няма описан случай на 

епилепсия в литературата, носещ дупликация на APBA2 гена. 

Продуктът на APBA2 - Mint-2 протеина представлява амилоид β-прекурсор 

свързващ протеин-неврон-специфичен адапторен белтък. Mint-2 директно се свързва с 

неурексините и синтаксин 1 и така участва във функционалността на един по-голям 

мултипротеинен SNARE комплекс, отговорен за нормалното свързване и фузия на 

синаптичните везикули с клетъчната мембрана по време на невротрансмисията (391). 

Базирайки се на функцията на Mint-2, APBA2 се явява кандидат ген за аутизъм. В 

допълнение, експерименти с миши модели показват, че по-голямата част от APBA2
-/-

 

нокаут мишките умират, а тези, които оцеляват показват неконтролируемо отделяне на 

невротрансмитерни молекули в пресинаптичното пространство, както и понижена 

синаптична сила (392). 

Следователно, повишена експресия на APBA2 гена би могла да е отговорна за поне 

част от клиничните характеристики (ИД и психиатрични нарушения), наблюдавани при 

пациент EP381, както и при неговите родственици.  

 

 
Фигура 82. Схематично изображение на регион 15q13.1, включващ APBA2 гена; червеният правоъгълник 

обозначава делетиралия участък при пациент EP222. Адаптирана от Database of Genomic Variants (DGV).  
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6. Изграждане на диагностичен алгоритъм при пациенти с 

различни форми на епилепсия, или неизяснена диагноза, 

включваща епилепсия в комбинация с интелектуален дефицит 

и други вродени аномалии 

В резултат от настоящия дисертационен труд успяхме да изградим диагностичен 

системен ход, при който, в зависимост от насочващата диагноза, съществуват няколко 

подхода (Фигура 83).  

Първи подход е секвенирането на цялата кодираща част чрез метода на Сангер на 

съответния, асоцииран с конкретен електро-клиничен синдром ген, каквито в този случай 

са SCN1A, SLC2A1 и KCNQ2. Генът SCN1A e мутирал с висока честота при пациенти със 

съмнение за епилепсия от спектъра на GEFS+ и неговата по-тежка форма на EE – синдром 

на Dravet (SCN1A ген). При наличие на абсансни пристъпи в ранна детска възраст с или без 

допълнителни невропсихологични проблеми и вродени аномалии като микроцефалия, 

различна степен на ИД, моторни нарушения и/или абнормни биохимични показатели 

(лактат и/или CSF концентрация на глюкоза) при съмнение за генерализирани абсансни 

епилепсии с вариабилна възраст на начало или GLUT1 DS се започва със секвениране по 

Сангер на кодиращата част на  SLC2A1 гена. При наличие на непровокирани тонични и 

тонично-клонични епилептични пристъпи през първите месеци от живота на новороденото 

с фамилна история за епилепсия и съмнение за бенигнена неонатална епилепсия се 

извършва секвенционен анализ на KCNQ2 гена.  

В случай на отсъствие на патогенен вариант, но със съмнение за същата диагноза би 

могло да се премине към таргетен анализ за промени в броя копия, CNVs (делеции или 

дупликации), засягащи един или няколко екзона на същия ген (Фигура 83). Методи за 

таргетна идентификация на CNVs са количествения PCR в реално време (qPCR), long range 

PCR или MLPA анализ.  

В случай на отсъствие на патогенен вариант и с този подход, особено в случаите, 

когато освен епилепсия се наблюдават и допълнителни невропсихични проблеми, като ИД, 

аутистични стигми и поведенчески нарушения се прилагат по-широкообхватни методи, 

каквито са микрочиповия анализ и таргетното екзомно секвениране на разширен панел от 

гени (Фигура 83).  

Микрочиповите технологии са способни да детектират CNVs с изключително малък 

размер в цялата кодираща част на генома и в този смисъл са подходящи за търсене на 

копийни варианти, засягащи нови гени с потенциална роля в болестния фенотип. Във 

всички случаи, микрочиповия метод на сравнителна геномна хибридизация (aCGH) се 

определя като лесно приложим, бърз и точен за търсене на промени в броя копия на 

геномно ниво, което го прави подходящ за рутинна работа в диагностичен аспект. В някои 

случаи, при неясна диагноза и наличие на тежък синдромен фенотип, включващ и вродени 

дефекти в различни органи и системи, би могло да се извърши директно микрочипов 

анализ като първи подход на изследване (Фигура 83). В нашето проучване ние 
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приложихме директно микрочиповия метод при 39 пациента с ГГЕ, ИД, аутистични 

стигми, допълнителни дисморфизми и вродени аномалии (Резултати, Таблица 23).  

При неоткриване на патогенен вариант чрез гореспоменатите подходи, както и 

когато не съществува суспектна диагноза, би могло да се пристъпи към прилагане на 

секвенционните стратегии от ново поколение, каквито са анализа на разширен панел от 

гени, свързани с голям брой епилептични състояния (Clinical Exome Sequencing - CES) или 

екзомно секвениране (Whole Exome Sequencing - WES) на цялата кодираща част от генома 

(Фигура 83). Вторият подход дава възможност за откритие на нови гени с потенциална 

роля в болестния фенотип. В тези случаи обаче, са необходими допълнителни 

експериментални изследвания с цел доказване връзката генотип-фенотип, което не винаги 

е възможно в рамките на една лаборатория. Секвенирането от ново поколение чрез двата 

подхода при недиагностицираните пациенти със синдромно състояние в текущото 

изследване, както и при някои пациенти с рефрактерен електро-клиничен синдром ще 

бъдат обект на бъдещ научен проект.  

 
Фигура 83. Системен ход за диагностика на различни на различни синдроми, включващи епилептични 

пристъпи в комбинация или без ИД и вродени аномалии. 
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7. Обобщение 

Проведените молекулярно-генетични и геномни изследвания доведоха до 

изясняване на диагнозата при общо 21 пациента (10.1%) от селектираната група с 

разнообразни насочващи диагнози (n=208).  

В резултат от секвенирането на цялата кодираща част на ген SCN1A ние открихме 

осем патогенни и четири вероятно патогенни варианта, засягащи 9% от общо-изледваната 

група пациенти (n=133). Пет варианта са от типа missense, три са сплайс-място мутации, 

два са nonsense и два варианта представляват frameshift делеции. Пет от откритите 

варианти са нови, непубликувани до този момент в литературата. От откритите мутации с 

клинично значение, позволяващи да се постави генетична диагноза са осем варианта с 

патогенен ефект при 9.8% от пациентите с епилепсия от GEFS+ спектъра (GEFS+ и DS 

пациенти n=82). Тази честота на откриваемост на патогенни точкови варианти е 

съизмерима с процента на SCN1A точкови мутации по литературни данни (~10%), открити 

при пациенти с епилепсия от GEFS+ спектъра (51,52). Варианти с вероятно патогенен 

ефект бяха намерени при четири пациенти от групата с епилепсии от GEFS+ спектъра 

(4.9%). Три от намерените точкови мутации, водещи до прекъсване на рамката на четене, 

водят до уточняване на диагнозата от DS при трима пациенти с насочваща диагноза 

GEFS+ синдром. Те, заедно с останалите генетично-верифицирани пациенти от подгрупа 

DS, съставляват от 69.2% от пациентите с поставена генетична диагноза DS чрез 

откритието на патогенен точков вариант в SCN1A гена в настоящото проучване (n=13). 

Това потвърждава наблюденията, че такъв тип мутации водят до изява на по-тежък 

епилептичен фенотип, отколкото missense мутациите. Освен това, процентът на 

откриваемост на SCN1A мутации при DS пациентите също е съизмерим с този, докладван 

по литературни данни при случаи на DS (~ 70-80%) (51).  

В резултат от директното секвениране на SLC2A1 гена, в настоящото проучване ние 

поставихме генетична диагноза на двама пациенти (4.8%) от изследваната група – един 

пациент с детска абсансна епилепсия и един пациент с тежък GLUT1 DS. И двата варианта 

са нови, непубликувани досега в литературните източници и бази-данни. Тази честота на 

откриваемост на точкови варианти е съизмерима с наблюденията на други автори (1-12%), 

вземайки предвид високата хетерогенност на изява GLUT1 - DS синдрома (17,101,105,284). 

В допълнение, чрез микрочипов анализ открихме делеция на почти целия SLC2A1 ген при 

дете с тежко синдромно състояние. Така, в резултат от прилагането на двата подхода 

открихме два патогенни варианта от различен тип, засягащи SLC2A1 гена, като по този 

начин поставихме генетична диагноза синдром на GLUT1 дефицит.   

В резултат от секвенирането на KCNQ2 гена ние открихме два точкови варианта – 

един известен missense вариант и една сплайс-място мутация, и двата унаследени от болен 

баща. В допълнение, чрез MLPA анализ ние идентифицирахме цялостно-генна делеция на 

едното копие на KCNQ2 гена, водеща в изява на класически BFNC. По този начин 

потвърдихме предполагаемата диагноза при трима пациенти със съмнение за BFNC 

(15.4%). Прилагайки двата подхода за анализ - MLPA и директно секвениране, ние 
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идентифицирахме генетичната причина за изявата на BFNC фенотип при 23.1% от 

изследваната група пациенти. Честотата на откриваемост е по-малка от тази по 

литературни данни (~80-90%) (25,81) и вероятно се дължи на малкия брой случаи (n=13) с 

класически BFNC фенотип, които изследвахме. 

В резултат от провеждането на MLPA анализ при на SCN1A и SLC2A1 гените не 

успяхме да открием едно- или няколко екзонни делеции, засягащи тези гени при 15 

пациента с ИГЕ или DS, негативни за точкови мутации в SCN1A гена и 13 със съмнение за 

GLUT1 DS и негативни за точкови мутации в SLC2A1 гена. Този факт вероятно отчасти се 

дължи на малките извадки от пациенти (n=15, 13), а от друга страна потвърждава 

наблюденията, че големите екзонни делеции са рядка причина за изява на ИГЕ/ГГЕ, DS и 

GLUT1 DS, в сравнение с точковите мутации в SCN1A и SLC2A1 (51,54,95,105,106). 

Допълнително, поради хетерогенността на изява на GLUT1 DS се затруднява правилното 

клинично охарактеризиране и насочване за генетичен анализ, какъвто в настоящото 

проучване е случая с EP270 и намерената хетерозиготна делеция в SLC2A1 чрез 

микрочипов анализ. 

В резултат от прилагането на микрочиповия метод на сравнителна геномна 

хибридизация (aCGH) при 93 пациенти с неизяснено забавяне в развитието или 

интелектуален дефицит, епилептични пристъпи с или без допълнителни вродени аномалии 

открихме общо 23 аберации, 15 от които са от потенциален клиничен интерес (15.1%). 

Осем копийни варианти са генетичната причина за заболяването при 8.6% от 

селектираната група пациенти. Седем CNVs имат потенциална роля в оформянето на 

болестния фенотип при 7.5% от изследваната група пациенти. От тях два са нови варианти, 

засягащи различни райони от дългото рамо на хромозома 15 и неописани досега в 

литературните източници. Честотата на откриваемост и в тази група е съзимерима с 

намерената при кохорти с генетични генерализирани епилепсии, епилептични 

енцефалопатии в комбинация с ИД и симптоматични епилепсии със структурно-мозъчни 

аномалии (122,219,303).  

Така, в резултат от настоящия дисертационен труд, успяхме да изградим 

универсално-приложим диагностичен системен ход, при който съществуват различни 

молекулярно-генетични подходи, в зависимост от наличието или липсата на насочваща 

диагноза във всеки индивидуален случай на електро-клинично или по-комплексно 

сидромно състояние. 

Изясняването на генетичните причини за генетичните генерализирани епилепсии и 

тежките разстройства в развитието на нервната система с неясна етиология ще доведе до 

по-точно генетично консултиране на семействата в бъдеще, както и повишаване на 

възможностите за ранна диагностика. В научен аспект, откритите и потвърдени 

микроаберации обогатяват световните бази-данни с геномни промени, характерни за 

българската популация и допринасят за по-ясното разбиране на молекулните 

патомеханизми, стоящи в основата на тези хетерогенни електро-клинични синдроми и 

комплексни болестни състояния. 
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8. Изводи 

1. Секвенирането по Сангер е предпочитан първи метод за молекулярна диагностика при 

пациенти с различен тип електро-клинични синдроми, позволяващ в настоящото 

изследване изясняване значителен процент от случаите с епилепсия от GEFS+ спектъра, 

абсансни епилепсии и синдром на GLUT1 дефицит, както и случаи на бенигнени фамилни 

неонатални конвулсии.  

2. Уточняването на генетичната диагноза синдром на Драве при 69.2% от изследваните 

случаи има важно значение за избора на правилна антиконвулсантна терапия.  

3. Чрез MLPA анализ не бяха установени големи екзонни делеции в SCN1A и SLC2A1 

гените при пациенти с ИГЕ, синдром на Драве и абсансни епилепсии, което  потвърждава 

данните  от предишни проучвания, че такъв тип мутации са рядка причина за изява на тези 

видове епилепсии. 

4. Микрочиповият метод на сравнителна геномна хибридизация е подходящ първи 

геномен подход за търсене на микроструктурни промени в хромозомите като причина за 

изява на комплексни синдромни състояния, включващи епилептични пристъпи в 

комбинация с интелектуален дефицит, други невропсихически нарушения и вродени 

аномалии. 

5. В зависимост от насочващата диагноза при различните форми на епилепсия с или без 

допълнителни невропсихични нарушения е необходим различен диагностичен алгоритъм, 

включващ разнообразни молекулярно-генетични и геномни подходи, като сравнителна 

геномна хибридизация и секвениране от ново поколение. 

6. Поради генетичната хетерогенност на идиопатичните генерализирани епилепсии и 

синдромните състояния при недиагностицираните пациенти е необходимо секвениране от 

ново поколение с цел поставяне на генетична диагноза. 
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9. Приноси 

9.1. Приноси с научно - фундаментален характер 

1.Открити са осем нови, неописани в литературата точкови мутации, засягащи SCN1A, 

SLC2A1 и KCNQ2 гените, с което се обогатява спектъра на известни мутации в публичните 

бази данни. 

 

2. Открити са две нови, непубликувани микроструктурни хромозомни аберации, засягащи 

дългото рамо на хромозома 15 и свързани с болестния фенотип при пациенти с епилепсия, 

интелектуален дефицит и вродени аномалии.  

 

9.2. Приноси с научно - приложен характер 

1. Поставена е генетична диагноза при 21 пациента (10.1%), което дава възможност за 

избор на най–подходяща антиконвулсантна терапия, превенция или своевременно лечение 

на усложненията, прогнозиране на хода на болестта и изясняване на риска от унаследяване 

при бъдещи бременности. 

 

2. Въведена е за първи път в България микрочиповата технология на сравнителна геномна 

хибридизация за откриване на микроструктурни геномни промени при пациенти с 

епилепсия и интелектуален дефицит.  

 

3. Обогатена е съществуващата ДНК банка в Центъра по Молекулна Медицина с нови 

случаи на епилепсия или по-сложни синдромни състояния, които могат да бъдат основа за 

бъдещи научни проекти.  

 

4. Изработен е системен подход за диагностика на различни типове епилептични 

състояния с или без необяснимо забавяне в развитието, интелектуален дефицит и вродени 

аномалии. 
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Приложение 1 

                          Център по Молекулна Медицина 
Медицински Университет- София 

 

Аз, долуподписаният (баща):    

 

Аз, долуподписаната (майка):    

 

даваме съгласието си за включването на нашето дете      

  в изследване за  

молекулни дефекти при епилепсия.  

 

ИНФОРМИРАНО СЪГЛАСИЕ 

ЗА ИЗСЛЕДВАНЕ НА МОЛЕКУЛНИ ДЕФЕКТИ ПРИ ЕПИЛЕПСИЯ 

 

Информиран(а) съм, че:  

 

 Участието на нашето дете в настоящето изследване е напълно ДОБРОВОЛНО и че съгласието или 

отказът ни за включването на детето ни в него, по никакъв начин няма да повлияе на лечението му. Имаме право 

да прекратим участието му в това изследавне по всяко време, като изразим писмено желанието си за това пред лекуващия 

го лекар или водещия изследовател. При необходимост от допълнителна информация за изследването и правата на 

детето ни като участник в него, можем да се обърнем към гореспоменатите. 

 Приемайки детето ни да участвува в това изследване, ние даваме съгласието си да му бъде взета около 

10 мл кръв по начина, по който това се прави при всички медицински изследвания на кръвта в Р. България и сме наясно, 

че рискът от тази манипулация не е по-висок от средностатистическия за медицинските заведения в страната. В някои 

случаи материалът за анализ може да се окаже недостатъчен или некачествен и тогава може да е необходимо отново да 

му се вземе кръв. Ако това се случи, запазваме правото си да откажем и приемаме, че в резултат на отказа ни, 

генетичният анализ на нашето дете може би няма да бъде проведен до край. 

 Кръвта ще се използва за извличане на ДНК, която ще бъде използувана за генетично изследване. ДНК 

пробата ще бъде обозначена с код, което ще осигури неговата анонимност. Информацията за детето ни ще бъде достъпна 

само на насочващия лекар и оторизираните членове на изследователския екип, които носят отговорност за запазване на  

анонимността му. 

 След приключване на изследванията, част от  ДНК на детето ни ще се съхранява в ДНК банката на 

Център по Молекулна Медицина при пълно спазване на условията за конфиденциалност на личната му информация, 

единствено за целите на бъдещи научни изследвания на епилепсията. Центърът може да повтори анализите в бъдеще 

чрез нови, разширени или подобрени методи с остатъка от ДНК, ако това е необходимо и възможно.  

 При необходимост анонимно ДНК пробите и клиничните  данни на нашето дете могат да бъдат 

транспортирани до други научни институции в страната и чужбина за участие в други изследвания, както и публикувани 

в научни списания и бази данни. 

Поставените от нас подписи по-долу потвърждават доброволното участие на нас и детето ни в това изследване, но в 

никакъв случай не освобождава лабораторията и персонала й от тяхната професионална и етична отговорност. 

В случай, че получените резултати имат отношение към диагностиката или лечението на заболяването на 

детето ни, желаем те да ни бъдат съобщени лично, чрез насочващия лекар. Резултатите му са поверителни и могат 

да бъдат съобщавани на други лица само след нашето писмено съгласие. 

 

Получихме копие от това съгласие: 

 

Дата:   Подпис (баща):  

 

  Подпис (майка):  

 

Обясних същността на изследването на горепосочения(ната) и отговорих на всички зададени въпроси. 

Име:_____________________________________________________ Дата:_____  Подпис:_______ 
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Приложение 2 

                           Център по Молекулна Медицина 

Медицински Университет- София 
 

 

Аз, долуподписаният(ната):    съм съгласен(на) да 

учавствам в изследване за молекулни дефекти при епилепсията. С настоящото давам съгласието си за включване в 

изследването.  

 

 

ИНФОРМИРАНО СЪГЛАСИЕ 

ЗА ИЗСЛЕДВАНЕ НА МОЛЕКУЛНИ ДЕФЕКТИ ПРИ ЕПИЛЕПСИЯ 

 

Информиран(а) съм, че:  

 

Участието ми в настоящето изследване е напълно ДОБРОВОЛНО и че съгласието или отказът за включването ми в 

него, по никакъв начин няма да повлияе на лечението на детето ми. Имам право да прекратя участието ни в това 

изследавне по всяко време, като изразя писмено желанието си за това пред лекуващия лекар или водещия изследовател. 

При необходимост от допълнителна информация за изследването и правата на мен и детето ми като участници в него, 

мога да се обърна към гореспоменатите. 

Приемайки детето ми да участвува в това изследване, аз давам съгласието си да ми бъде взета около 10 мл кръв по 

начина, по който това се прави при всички медицински изследвания на кръвта в Р. България и съм наясно, че рискът от 

тази манипулация не е по-висок от средностатистическия за медицинските заведения в страната. В някои случаи 

материалът за анализ може да се окаже недостатъчен или некачествен и тогава може да е необходимо отново да ми се 

вземе кръв. Ако това се случи, запазвам правото си да откажа и приемам, че в резултат на отказа ми, генетичният анализ 

на моето дете може би няма да бъде проведен до край. 

Кръвта ще се използва за извличане на ДНК, която ще бъде използувана за генетично изследване. ДНК пробата ще бъде 

обозначена с код, което ще осигури моята анонимност. Информацията за мен ще бъде достъпна само на насочващия 

лекар и оторизираните членове на изследователския екип, които носят отговорност за запазване на  анонимността ми. 

След приключване на изследванията, част от  моята ДНК ще се съхранява в ДНК банката на Център по Молекулна 

Медицина при пълно спазване на условията за конфиденциалност на личната ми информация, единствено за целите на 

бъдещи научни изследвания на епилепсията. Центърът може да повтори анализите в бъдеще чрез нови, разширени или 

подобрени методи с остатъка от ДНК, ако това е необходимо и възможно.  

При необходимост анонимно моите ДНК проби и клинични  данни могат да бъдат транспортирани до други научни 

институции в страната и чужбина за участие в други изследвания, както и публикувани в научни списания и бази данни. 

Поставеният от мен подпис по-долу потвърждава доброволното ми участие в това изследване, но в никакъв случай не 

освобождава лабораторията и персонала й от тяхната професионална и етична отговорност. 

В случай, че получените резултати имат отношение към диагностиката или лечението на заболяването на 

детето ми, желая те да ми бъдат съобщени лично, чрез насочващия лекар. Резултатите му са поверителни и могат 

да бъдат съобщавани на други лица само след моето писмено съгласие. 

 

Получих копие от това съгласие: 

 

Дата:   Подпис:   

 

  

Обясних същността на изследването на горепосочения(ната) и отговорих на всички зададени въпроси. 

Име:_____________________________________________________ Дата:_____  Подпис:_______ 
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Приложение 3  

                           Център по Молекулна Медицина 

Медицински университет - София 
2 “Zdrave” St., Sofia 1431  *   Tel: 02 / 9172 214  Fax: 02 / 9172 214  *   Email: kaneva@mmcbg.org; albena.jordanova@molgen.vib-

ua.be 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

ПОРЪЧКА ЗА ИЗВЪРШВАНЕ НА ДНК АНАЛИЗ  

 
 
Насочващ лекар:  
[________________________________________________________________________][______][______][_________][_________________
_____] 

/име, фамилия/      /дата/         /подпис/ 
 

[__________________________________________________][_______________________________________________________________
____] [__________________ ] 
/здравно заведение /клиника/    / адрес /        /телефон/ 
 
НАЛИЦЕ СА ЗАДЪЛЖИТЕЛНИТЕ ДОКУМЕНТИ И МАТЕРИАЛ, за вкючване в изследването : 
 ДА   НЕ  епикриза     ДА   НЕ родословно дърво 
 ДА   НЕ неврологично изследване   ДА   НЕ ВЗЕТО Е ПИСМЕНО СЪГЛАСИЕ ЗА ДНК АНАЛИЗ 
 ДА   НЕ ЕЕГ     ДА   НЕ   9 ml КРЪВ с K2 EDTA  
 ДА   НЕ  невропсихологично изследване   

НАСОЧВА СЕ ЗА: 
 ДА   НЕ  Директно секвениране на SCN1A  гена    ДА   НЕ Сравнителна геномна 
хибридизация (aCGH) 
 ДА   НЕ Директно секвениране на  KCNQ2  гена                                          ДА   НЕ              Next Generation 
Sequencing (NGS) 
 ДА   НЕ Директно секвениране на  SLC2A1  гена         
 

 

Диагноза:............................................................................................................................................................................................................. 
 
БОЛЕН: [_____________________________________________________________________ РОДЕН 
[_______________][_________________________] 
   /трите имена/                                                      дата на вземане кръв  
[____________________________________________________________________][_____________________________________________ 

                                  МАЙКА  /трите имена/        БАЩА  /трите имена/ 

[____________________][______________________][________________________][____________________][______________________][_ 

     Дата на раждане             Етн.произход                  Месторождение         Дата на раждане              Етн.произход              

 [_______________________________________________________________________________________________________________][ 

                                                                              пълен домашен адрес на семейството   телефон                                                                 

 
 

Епилепсия 

 

СЕМ РЕГ.No______________ 

mailto:kaneva@mmcbg.org
mailto:albena.jordanova@molgen.vib-ua.be
mailto:albena.jordanova@molgen.vib-ua.be
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НАЧЕРТАЙТЕ РОДОСЛОВНО ДЪРВО        
(Включете всички членове на семейството, за които сте получили информация, отбележете засегнатите родственици и означете със 
звездичка тези от които изпращате кръв с настоящата поръчка) 
 

 

 

Лица от които е взет БИОЛОГИЧЕН МАТЕРИАЛ 

 

1. БРЕМЕННОСТ, РАЖДАНЕ И ОБЩО РАЗВИТИЕ        
 
Бременност:     Нормална  С усложнения………………………………………………. 
Продължителност на бременността:    Нормална         Преждеврененно прекъсване в седмица [___] + [___]ден 
Раждане:     Нормално  С усложнения………………………………………………… 
Развитие на детето:    Нормално   Забавено, уточнете……………............................................. 
Доминираща ръка:    Лява   Дясна 
 
2. ЕТИОЛОГИЯ НА ЕПИЛЕПСИЯТА          _ 
 
 НЕ   ДА    Травма:   Без загуба на съзнание    Със загуба на съзнание 
 НЕ   ДА    Мозъчна инфекция:   Менингит   Енцефалит   Мозъчен абцес    
Друго…………………………... 
 
 НЕ   ДА    Мозъчна операция: уточнете……………................   НЕ   ДА    Асфиксия: 
уточнете……………………………….... 
 НЕ   ДА    Употреба на алкохол      НЕ   ДА    Други вероятни причини  
 
3. ФЕБРИЛНИ ГЪРЧОВЕ (FS)           
 
Начало: [_____________]   Последен припадък: [_____________]  Продължителност: 
[______________] 
Локализация на FS:  Фокална  Генерализирана 
Тип на FS*:    Прост    Сложен 
*Прост =генерализирани тонично-клонични без латерализация, продължителност по-малка от 15мин., без повторение през следващите 
24 часа; 
Сложен =фокален или с фокално начало, или с продължителност по-голяма от 15мин., или 2 или повече гърча за 24 часа 
 
4. ЕПИЛЕПСИЯ            
 
Възраст на първи пристъп: [________________________]   Възраст на последен пристъп: 
[______________________] 
Честота на пристъпите:       [________________________] 
 
 НЕ   ДА    Провокационни фактори:   Инфекция  Безсъние   Фоточувствителност   Друго 
………………. 
 НЕ   ДА    Епилептичен статус до момента:   Частични   Генерализирани  Брой: [__________] 

N Трите имена Диагноза Роден/а на Връзка с 
пробанда 

Дата на 
вземане  

4      

5      

6      

7      

8      

9      

10      

11      

12      

13      

14      

15      

16      
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 НЕ   ДА    Аура: 
описание………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
 
Тип епилепсия: 
……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
Източник на информация:.................................................................................................................................................................................. 
Описание на ВСЕКИ тип припадък:...................................................................................................................................................................  
 
КЛАСИФИКАЦИЯ НА ЕПИЛЕПТИЧНИТЕ ПРИСТЪПИ        
(Задължителна и максимално точна; при несигурни или недостатъчни данни да се отбелязват с “?” възможните варианти): 
 
 НЕ   ДА    ЧАСТИЧНИ (фокални) пристъпи: 
Прости парциални (без загуба на съзнание):       
С двигателни симптоми:     С автономни симптоми включващи: 
  Частични моторни с Джаксънов марш     Епигастриални усещания 
  Частични моторни с Джаксонов марш, Адверзивни   Други висцерални симптоми 
  Постурални       Бледост 
  Фонаторни (вокализация и прекъсване на речта)    Потен 
Със соматосензорни или специални   С психични симптоми 
 сензорни симптоми:      (смущение на висшите мозъчни функции): 
 Соматосензорни              Дисфазични 
 Визуални              Дисмнестични ( deja-vu, др.) 
 Слухови              Познавателни (изкривяване на чувството за време и т.н) 
 Обонятелни              Афективни (страх и т.н) 
 Вкусови              Илюзии 
 Вертигинозни              Халюцинации 
Начало:[_____________________]    Последен припадък:[____________________] 
 
Комплексни частични (със загуба на съзнание) 
 Начало с прост парциален пристъп последван от   Начало на загуба на съзнание:  
 загуба на съзнание (=> точно определяне на вида     Само загуба на съзнание 
 на простия парциален пристъп от таблицата по-горе)    С автоматизъм, 
уточнение………………………………………… 
         С други 
симптоми:…………………………………………………... 
 
Начало:[_____________________]    Последен припадък:[____________________] 
 
Частични пристъпи с развитие във вторично генерализирани пристъпи  
 
Начало:[_____________________]    Последен припадък:[____________________] 
 
 НЕ   ДА    ГЕНЕРАЛИЗИРАНИ пристъпи: 
 Абсaнсни   Миоклонични   Клонични  Тонични   Тонично-клонични
  Атонични 
 
Начало:[_____________________]    Последен припадък:[____________________] 
 
 
КЛАСИФИКАЦИЯ НА ЕПИЛЕПТИЧНИЯ СИНДРОМ        
(При несигурни или недостатъчни данни да се отбелязват с «?» възможните варианти): 
 
 НЕ   ДА    ИДИОПАТИЧЕН ЕПИЛЕПТИЧЕН СИНДРОМ 
 
ПАРЦИАЛЕН идиопатичен епилептичен синдром: 
 Aвтозомно-доминантна нощна фронтална епилепсия (ADNFLE) Фамилна парциална епилепсия с вариабилни фокуси (FPEVF) 
 Фамилна мезиална темпорална епилепсия (FMTLE)   Роландова епилепсия (BCECTS) 
 Автозомно-доминантна парциална епилепсия със   Синдром на Gastaut (Идиопатична окципитална епилепсия с  
слухови прояви (ADPEAF)                                                                     късно начало GS) 
 Парциална епилепсия с перицентрални пики (PEPS)   Синдром на Panayiotopoulos (PS) 
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 Друго, уточнете………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
 
Начало:[_____________________]    Последен припадък:[____________________] 
 
ГЕНЕРАЛИЗИРАН идиопатичен епилептичен синдром: 
 Генерализирана епилепсия с фебрилни гърчове (GEFS+)  Епилепсия с ГТКП при събуждането 
 Детска абсансна епилепсия     West синдром 
 Ювенилна абсансна епилепсия     Lenox Gastaut синдром 
 Ювенилна миоклонична епилепсия    Друго, уточнете …………………………………………………………… 
 
Начало:[_____________________]    Последен припадък:[____________________] 
 
5. КОМОРБИДНОСТ            
 
 НЕ   ДА    Мигрена 
 НЕ   ДА    Тремор      НЕ   ДА    Атаксия 
 НЕ   ДА    Хореоатетоза     НЕ   ДА    Депресия 
 НЕ   ДА    Психоза      НЕ   ДА    Паметови затруднения 
 НЕ   ДА    Умствено изоставане: използван тест (напр. IQ-тест) и 
резултати…………………………………………………………………………….. 
 НЕ   ДА    Други психиатрични заболявания, уточнете 
…………………………………………………………………….............................................. 
 НЕ   ДА    Други допълнителни особености, уточнете 
…………………………………………………………………………………………………….... 
6. ЛЕЧЕНИЕ             
 
 НЕ   ДА    Текущо анти-епилептично 
лечение:……………………………………………………………………………………………………………..... 
...................................................................................................................................................................................................................................... 
 
 НЕ   ДА    Странични ефекти 
 НЕ   ДА    Ефект от настоящото лечение:   Без пристъпи  Намаляване на честотата с над 50% 
                                                                                    Без ефект     Намаляване на честотата с под 50%      Влошаване 
 НЕ   ДА    Епилепсията е терапевтично-резистентна 
 НЕ   ДА    Допълнителна медикация (напр. невролептици, антидепресанти и др.) 
 
7. НЕВРОЛОГИЧЕН ПРЕГЛЕД:          
 
ЧМН:     Норма  Отклонение …………………  Моторика:   Норма  Отклонение  
Походка:    Норма  Отклонение………………….  Сетивност:   Норма  Отклонение  
Рефлекси:    Норма  Отклонение …………………  Координация:   Норма  Отклонение  
Друго:………………………………………………………………………………. 
 
8. ИЗСЛЕДВАНЕ:            
 
ЕЕГ 
описание:……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………………………………………… 
......................................................................................................................................................................................................................................
........................................................................................................................................................................................ 
 
Основна активност:   Норма  Отклонение  
Дифузни абнормности:   Норма  Отклонение 
Огнищни абнормности:   Норма  Отклонение  
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Приложение 4 

Праймери, използвани за амплификация на SCN1A гена (Claes et al., 2001) 

Екзон Forward Reverse 

Дължи

на на 

продук

та 

(бдв) 

ТоC на 

хибриди

зация 

1 TCATGGCACAGTTCCTGTATC GCAGTAGGCAATTAGCAGCAA 589 62 

2 TGGGGCACTTTAGAAATTGTG TGACAAAGATGCAAAATGAGAG 391 56 

3 GCAGTTTGGGCTTTTCAATG TGAGCATTGTCCTCTTGCTG 314 56 

4 AGGGCTACGTTTCATTTGTATG TGTGCTAAATTGGAATCCAGAG 421 62 

5 CAGCTCTTCGCACTTTCAGA TCAAGCAGAGAAGGATGCTGA 307 60 

6 AGCGTTGCAAACATTCTTGG GGGATATCCAGCCCCTCAAG 477 60 

7 GACAAATACTTGTGCCTTTGAATG ACATAATCTCATACTTTATCAAAAACC 362 58 

8 GAAATGGAGGTGTTGAAAATGC AATCCTTGGCATCACTCTGC 581 58 

9 AGTACAGGGTGCTATGACCAAC TCCTCATACAACCACCTGCTC 440 60 

10 TCTCCAAAAGCCTTCATTAGG TTCTAATTCTCCCCCTCTCTCC 544 60 

11 TCCTCATTCTTTAATCCCAAGG GCCGTTCTGTAGAAACACTGG 670 58 

12 GTCAGAAATATCTGCCATCACC GAATGCACTATTCCCAACTCAC 372 60 

13 TGGGCTCTATGTGTGTGTCTG GGAAGCATGAAGGATGGTTG 543 60 

14 TACTTCGCGTTTCCACAAGG GCTATGCAGAACCCTGATTG 433 56 

15 ATGAGCCTGAGACGGTTAGG ATACATGTGCCATGCTGGTG 544 62 

16 TGCTGTGGTGTTTCCTTCTC TGTATTCATACCTTCCCACACC 658 60 

17 AAAAGGGTTAGCACAGACAATG ATTGGGCAGATATAATCAAAGC 489 60 

18 CACACAGCTGATGAATGTGC TGAAGGGCTACACTTTCTGG 567 58 

19 TCTGCCCTCCTATTCCAATG GCCCTTGTCTTCCAGAAATG 445 56 

20 AAAAATTACATCCTTTACATCAAACTG TTTTGCATGCATAGATTTTCC 395 60 

21 TGAACCTTGCTTTTACATATCC ACCCATCTGGGCTCATAAAC 579 56 

22 TGTCTTGGTCCAAAATCTGTG TTGGTCGTTTATGCTTTATTCG 283 56 

23 CCCTAAAGGCCAATTTCAGG ATTTGGCAGAGAAAACACTCC 378 60 

24 GAGATTTGGGGGTGTTTGTC GGATTGTAATGGGGTGCTTC 600 58 

25 CAAAAATCAGGGCCAATGAC TGATTGCTGGGATGATCTTG 483 60 

26а* AGGACTCTGAACCTTACCTTGG TGTACATGTTCACCACAACCAG 589 62 

26b* TGTGGGAACCCATCTGTTG CCATGAATCGCTCTTCCATC 418 55 

26c* TGCTTTTACAAAGCGGGTTC GTTTGCTGACAAGGGGTCAC 592 58 

*Екзон 26 се амплифицира в три части, тъй като е с голяма дължина; Удебелените праймери са тези, използвани по време на 

секвенционната реакция за получаване на секвенционен продукт. 
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Приложение 5 

Праймери, използвани за амплификация на KCNQ2 гена (Claes et al., 2004) 

Екзон Forward Reverse 

Дължина 

на 

продукта 

(бдв) 

Т
о
C на 

хибридизац

ия 

1 CGGCAGGAGTGCGGAAC TGTACAATCGCTCTCCGGTC 604 59 

2 CTATGGGGGTGCCCTCTGG GGAACTGACAGGGCACAAAGAC 426 66 

3 GCTCAGCTGTGTTCCCGGAT GCCACATTCCTCTTCCTGACATT 543 64 

4 CACAGGCAGGGTGGACGATAGTA AGTCACGAGAAGAAGCACCGAGA 552 64 

5 TGCTTCTGGTGATGGTGGTC AGGTGGCCCCAAAGAGATG 286 62 

6 TAGGGGAAGAGGAGAGAGGGCT GAACAAGGCCTCTGACCCTGAG 278 66 

7 CAGCACCCACACAAGGCAAG TGGGGATATGGGTTCCTGGATTA    616 64 

8 AGAGTCCTGAGTGCCTGGCCTAC GTCCTTGCAACGCACAAAACAC 491 66 

9 CTGGAAGCCCGACCTTAGGAG GGAGGCAGGACGAGAAGGGT 538 66 

10 CATATCAACCTTCGCCCCTCC CTCTTCCCTCCTCCCTGCTGTC 577 66 

11 CCATGGAGTCCCTCTTCCCTCT CACAGTGCTGCAAAGTAAAACCG 492 66 

12 CTGTGGCTTTGGAAGGAAAAGGT  GTTCAGAGCCCCTGGCTGG 576 66 

13 GTGTGGCTGGCTGTTCTTCAGAC ATAGGGGGTTCCCACTCCAAGAG 488 64 

14 GGGAAGGTCCTGACTCGAGA AGTGCACTCCAGGACATTCAG 471 64 

15 AGAGCAGGGCCACATAAAGGC GGAGAGATGGGAGAGACAGCAGA 500 66 

16 GAACCTCACGGTGCCAGAAGAC TGAAGCCCACACTGCCACAG 401 66 

17-1 CTGGGTCCCCACATCTCCT  CTGAAGGAACGCTCCAGCTC 582 62 

17-2 CGCCAGCATGGAGTTCCT  CCCATCCTTCAGCCCACAT 494 62 

Забележка: Удебелените праймери са тези, използвани по време на секвенционната реакция за получаване на 

секвенционен продукт. 
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Приложение 6 

Праймери, използвани за амплификация на SLC2A1 гена 

Екзон Forward Reverse 

Дължин

а на 

продукт

а (бдв) 

Т
о
C на 

хибридиз

ация 

1 GCCGGGGTCCTATAAACGCTAC CGCTAGATCCGAAGCCCATC 484 66 

2 CTCCACCAGGGAAATGAGAC GAATTCTGCCACCCTGATTC 601 60 

3, 4 TCATCCCAGCAAGTCACACTGAG CCTGGAACAGGCAGATAAGTCTCC 555 66 

5, 6, 7, 8* CTGAAGCAGCAGCTGACACAAAG GGGGTTGCTGTGAAGATGAATTG 1532 63 

9 TTCTGTTTCCCCTGAGGATC  CCTCCTCAGCATGATTCCTA 372 60 

10а** TGGGTAGGTGGATGTTCCCTTTT AATCCTGGAGCCGTTAAGTCCTG 498 66 

10b** GGCTGATTCCCAAGTGTGAG CCTCTCCTCCCTGCACTCC 622 62 

10c- 3‘UTR ACAAAGCTTCTATCCCAGGAGGTG TCTGTCTCACTCCCATCCAAACC 519 66 

10d- 3’UTR GGACAAGCCAACTTGTAAATACACCA AGGAGGTGGGTGGAGTTAATGGA 516 66 

*Заради близостта на екзони 5, 6, 7 и 8, както и късите интронни последователностти между тях, те се 

амплифицират заедно. Поради големината на фрагмента, PCR програмата за амплификация е различна (виж 

Таблица 5). **Екзон 10 се амплифицира в две части, тъй като е с голяма дължина; Удебелените праймери са тези, 

използвани по време на секвенционната реакция за получаване на секвенционен продукт. 
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Приложение 7  

Списък с откритите варианти с неясно клинично значение и вероятно непатогенен 

ефект, както и такива, неподлежащи на класификация 

 

 

 

 

 

 

 

 

Пробанд aCGH резултат, ISCN 2013 (393) 

(GRCh37/hg19) 

Размер 

(Mб) 

RefSeq гени 

Варианти с неясна клинична значимост, неподлежащи на класификация 
172 12q24.21(114,269,080-114,518,222)x3 0.209 RBM19 

405 12q24.21(114,375,674-114,488,102)x6 0.112 RBM19 

446 1p32.1(60,012,563-60,046,416)x1 0.340 FGGY 

330 5q15(94,764,426-94,864,722)x1 0.100 TTC37 

365 1p36.13(16,865,855-17,363,695)x3 0.498 

13 RefSeq гени; 

OMIM гени: NBPF1, 

CTOCC, MFAP2, 

ATP13A2, SDHB 

406 1p35.2(31,524,655-31,875,619)x3 0.351 

6 RefSeq гени;  OMIM 

гени: PUM1, NKAIN1, 

SNRNP40, ZCCHC17,  

FABP3 

Варианти с неясно клинично значение и вероятно непатогенен ефект 

171 9p24.3(194,193-386,907)x4 0.193 DOCK8 

246 9p24.3(428,582-579,849)x3 0.151 DOCK8, KANK1 

373 7q21.11(79,622,198-80,050,649)x3 0.428 GNAI1 


