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l. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Epilepsie

1.1.1 Definition und Epidemiologie

Weltweit leiden {iber 50 Millionen Menschen an Epilepsie (Cavalleri et al., 2007). Da-
mit ist die Epilepsie eine der meistgestellten neurologischen Diagnosen und eine der
héufigsten Krankheiten der Menschheit.

Der Terminus Epilepsie beschreibt das wiederholte Auftreten von unprovozierten epi-
leptischen Anfillen als Folge plotzlicher synchroner Entladungen kortikaler Neuronen-
gruppen. Epilepsien sind abzugrenzen von epileptischen Gelegenheitsanfillen, welche
ausschlieBlich durch Provokation ausgelost werden.

Klinisch kennzeichnen motorische Phdnomene und oftmals Bewusstseinsstorungen das
Anfallsgeschehen. Trat innerhalb der letzten fiinf Jahre ein epileptischer Anfall auf,
spricht man von einer aktiven Epilepsie, andernfalls handelt es sich definitionsgeméf
um eine Epilepsie in Remission.

Rund ein Viertel der Neumanifestationen findet im Kindesalter statt (Neubauer et al.,
2008a). In den Industrienationen erkranken Jahr fiir Jahr etwa 50 von 100 000 Kindern.
Die Privalenz betrigt ca. 0,5% (Hauser, 2008; Lagae, 2008).

1.1.2 Klassifikation der Epilepsie

Bis heute gilt die Klassifikation der epileptischen Anfille und Epilepsiesyndrome als
nicht endgiiltig gelostes Problem und schwierige Herausforderung. So aktualisiert die
internationale Fachgesellschaft International League Against Epilepsy (ILAE) laufend
und zuletzt im Jahre 2010 ihr seit 1989 bestehendes Klassifikationsmodell. Jetzt organi-
siert das Modell Epilepsien und Epilepsiesyndrome nicht mehr in fixen dichotomen
Klassifizierungen, sondern beschreibt die Pathologie anhand eines Diagnostikschemas,
welches vier Instrumente nutzt:

Die Klassifikation von epileptischen Anféllen (1), die Beschreibung fokaler Anfille in
Hinblick auf die Bewusstseinslage (2), die Zuordnung zu einem ,,elektroklinischen Syn-
drom* (3) und die Beschreibung des iktalen Geschehens anhand von Begriffen eines
,Glossars einer deskriptiven Terminologie* (4) (siche Anhang, Tab. 9.1-9.4) (Berg et
al., 2010).
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1.1.3 Atiologie

Atiologisch lassen sich Epilepsien in symptomatische und idiopathische (genetische)
Formen unterteilen. Bei ersteren ist das Anfallsgeschehen symptomatischer Ausdruck
einer Lasion oder Vorerkrankung, welche mithilfe neurologischer oder bildgebender
Verfahren diagnostiziert werden kann. Bei den idiopathischen Epilepsien unterscheidet
man monogenetische Ursachen, die allein fiir das Auftreten einer Epilepsie verantwort-
lich sind, von genetischen Suszeptibilitdtsfaktoren, die gemeinsam die Manifestation
einer Epilepsie bedingen. Monogenetisch verursachte Epilepsien sind mit einem Anteil
von 1-2% aller idiopathischer Epilepsien selten. Bei vielen Epilepsiesyndromen konnte
ein Zusammenhang zu Defekten in Ionenkanalgenen hergestellt werden, sodass diese in
einer Reihe mit anderen paroxysmalen Erkrankungen als Ionenkanalerkrankungen gel-
ten (Weber et Lerche, 2008; Lagae, 2008).

Im Kindesalter ist der Anteil symptomatischer und idiopathischer Epilepsien annéhernd

gleich hoch.

1.1.4 Anfallsformen

Zerebrale Anfille zeigen eine recht divergente Symptomatik, sodass sich nur schwer ein
generelles Schema finden lisst. Ublicherweise werden fokale Anfille von generalisier-
ten Anfillen unterschieden:

Bei fokalen Anfillen ist das elektrophysiologische Geschehen zumindest zu Beginn des
Anfalls auf umschriebene Regionen des Gehirns begrenzt. Fokale Anfille konnen se-
kundir generalisieren. Von einem komplexen fokalen Anfall spricht man, wenn dieser
mit Bewusstseinseinschrankungen einhergeht, bei einem einfachen fokalen Anfall be-
steht dieses Symptom nicht. Die weitere Symptomatik hiangt ab von Entstehungsort und
Ausbreitung des Anfalls.

Zu den generalisierten Anféllen zdhlen verschiedene Anfallsformen. Neben den Absen-
cen sind dies myoklonische, klonische, tonische und atone Anfille.

Unter dem Begriff der Absence wird eine kurze, meist nicht ldnger als 30 Sekunden
andauernde Einschrankung des Bewusstseins verstanden. Beginn und Ende der Absence
sind abrupt (Doose, 1965).

Myoklonische Anfille sind einzelne kurze Kontraktionen mit einer Dauer von hochs-
tens 200-400 Millisekunden (Noachtar, 1998). Hiufig sind rumpfnahe Extremitdtenab-

schnitte und die mimische Muskulatur betroffen.
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Klonische Anfille sind repetitive, meist thythmische, myoklonische Anfille einer fixen
Muskelgruppe, die vorwiegend mit einer Frequenz von 0,2-5 Hz auftreten (ebd.).
Demhingegen sind tonische Anfille durch starre Kontraktionen der Stammes- und Ge-
sichtsmuskulatur gekennzeichnet; gewohnlicherweise dauern sie 5 bis 20 Sekunden
(Sirven, 2002).

Sofern sie generalisiert auftreten, sind tonisch-klonische Anfille Paradigma des groflen
epileptischen Anfalls (Grand-mal-Anfall): Mit einer kurzen tonischen Phase beginnend
sind sie oft von Atemstillstand und Zyanose begleitet und gehen iiber in die regelhaft
bis zu 5 Minuten, gelegentlich auch ldnger anhaltende klonische Phase. Es kann zu Ver-
letzungen, Urin- und Stuhlabgang kommen. Postiktal f#llt der Patient in den Terminal-
schlaf, der etwa zwei Stunden anhélt. Einem grof8en Anfall geht hidufig eine Prodromal-
phase voraus, in der sich der Anfall in Form von Verhaltensianderungen ankiindigt
(Chabolla, 2002; Noachtar, 1998).

Die atonen Anfille sind gekennzeichnet durch den plétzlichen Verlust des Muskeltonus
in einer Korperregion, bei betroffener unterer Extremitédten- oder Rumpfmuskulatur ist

oft ein unkontrollierter Sturz des Patienten die Folge (ebd.).

1.1.5 Epilepsiesyndrome

Die klinische Charakteristik epileptischer Anfille, das elektroenzephalographische
Muster, Befunde bildgebender Verfahren, sowie Manifestationsalter und Erkrankungs-
verlauf erlauben in vielen Féllen die Zuordnung der Erkrankung zu einem Epilepsiesyn-
drom. So stehen die selbst-limitierenden (benignen) Syndrome, die weitgehend unab-
hingig von der Therapie spontan remittieren und abgesehen von der iktogenen Hirn-
schiadigung im Status epilepticus keine bleibenden Schidden hinterlassen den epilepti-
schen Enzephalopathien gegeniiber, bei denen die Epilepsie zu einem progredienten

kognitiven Abbau fiihrt (Berg et al., 2008).

1.1.6 Rolando Epilepsie

Die benigne Rolando Epilepsie (Idiopathische Partialepilepsie mit zentrotemporalen
Spikes) gehort zu den idiopathischen, fokalen Epilepsien und folgt einem komplexen
(polygenen) Erbgang. Sie ist mit einem Anteil von etwa 10-15% eine der haufigsten
Epilepsieformen des Kindesalters. Betroffen sind vor allem normal entwickelte Kinder
zwischen dem 6. und 9. Lebensjahr. Charakteristisch sind sensomotorische Anfille der

Perioralregion mit Pardsthesien von Lippe, Zunge und Gaumen, sowie periorale my-
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oklonische, klonische und tonische Anfille, die in der Mehrzahl der Fille nachts aus
dem Schlaf heraus auftreten. Da der Patient wiahrend des Anfalls nicht schlucken kann,
kommt es zu Speichelfluss. Postiktal bleibt die Sprache fiir einige Zeit undeutlich. In
etwa der Hilfte der Fille kommt es zu einer sekundiren Generalisation. Elektroenze-
phalographisch kénnen die typischen zentrotemporalen Spikes und Sharp-Waves nach-
gewiesen werden (Panayiotopoulos et al., 2008). Rund ein Fiinftel der Patienten erlebt
nur einen Anfall, mit Beginn der Pubertit sind nahezu alle Betroffenen unabhéngig von
der Therapie anfallsfrei (ebd.). Bei typischem Verlauf beeinflusst die Rolando Epilepsie
die kognitive Entwicklung nicht, ob sie mit Teilleistungsstorungen oder Verhaltensauf-
falligkeiten assoziiert ist, ist bislang nicht abschlieend geklart.

Die Indikation zur Therapie kann zuriickhaltend gestellt werden und ist nur bei gehéuf-
ten oder schweren Anfillen erforderlich. Therapeutika der Wahl sind Sultiam, Gabapen-
tin und Valproat. Carbamazepin sowie sein Derivat Oxcarbamazepin kénnen die An-
fallssituation und das Elektroenzephalogramm deutlich verschlechtern (Neubauer et al.,
2008a; Panayiotopoulos et al., 2008).

Der selbstlimitierende Verlauf der Rolando Epilepsie ist bei einem kleinen Anteil der
Patienten nicht gegeben. Hier kommt es zur nichtlichen Aktivierung des Spike- und
Sharp-Wave-Musters bis hin zur Entwicklung eines bioelektrischen Status (ESES,
electrical status epilepticus during slow sleep) (De Negri, 1997). Die Patienten entwi-
ckeln eine atypische idiopathische Partialepilepsie, das Pseudo-Lennox-Syndrom mit
atonisch-astatischen Anfillen, generalisierten tonisch-klonischen Anfillen, atypischen
Absencen und rolandischen Anfillen oder ein Landau-Kleffner-Syndrom mit erworbe-
ner Aphasie (Doose et al. 2001; Hahn et al., 2001).

Die Therapie des Pseudo-Lennox-Syndroms ist schwierig, neben Benzodiazepinen zur
Anfallsunterbrechung haben sich Valproat und Sultiam in Kombination mit Kortikoste-
roiden als potentiell wirksam erwiesen (Bast, 2007). Trotz guter Prognose der Epilepsie
muss die Entwicklungsprognose zuriickhaltend gestellt werden (Neubauer et al.,

2008a).

1.1.7 Psychosoziale Bedeutung der Epilepsie

Nicht selten ist die Diagnose Epilepsie mit einer Minderung an Lebensqualitét, sozialer
Benachteiligung, sowie Einschrinkung in personlichem und schulischem Erfolg ver-
kniipft. Rund 2/3 aller Erkrankten sind normal intelligent, der Anteil derjenigen mit

entsprechendem Schulabschluss hingegen liegt weit darunter. Zehn Prozent der durch-
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schnittlich intelligenten Kinder besuchen eine Forderschule, unter durchschnittlich intel-
ligenten Kindern mit der Diagnose Epilepsie sind es dreimal so viele. Teilleistungssto-
rungen und Aufmerksamkeitsdefizite auch durch die antikonvulsive Therapie sind hin-
sichtlich der kognitiven Nebenwirkungen ein wichtiger Faktor und nur schwer umgéing-
lich. Das weit verbreitete Vorurteil hingegen, Epilepsie und regelhafte Schulleistung
oder beruflicher und vor allem personlicher Erfolg seien nicht miteinander vereinbar,
nimmt den Patienten wichtige Perspektiven und Moglichkeiten, fordert Schulversagen,
konnte aber durch stetig forcierte Aufkldarung vermieden werden.

Ziel sollte es sein, Vorurteile abzubauen und der Erkrankung konsequent mit priziser
Diagnostik, Therapie und umfassender Beratung zu begegnen, um den Erkrankten eine

Chancengleichheit zu ermdglichen.

1.2 Tonenkanile

1.2.1 Allgemeine Funktion

Jede Zelle ist von einer Lipiddoppelmembran umgeben, welche das Zytoplasma vom
Extrazellularraum trennt. Aufgrund ihrer Architektur ist diese Zellmembran fiir polare
Stoffe wie Ionen nahezu undurchldssig. Den insbesondere fiir Erhalt und Modulation
des elektrochemischen Gradienten wichtigen transmembrandsen lonenaustausch voll-
bringen integrale Kanalproteine. Mittels einer basischen Glykoproteinkomponente
durchspannen sie die Biomembran der Zelle und bilden eine dem Stoffaustausch die-
nende Pore.

Ionenkanéle verfiigen tiber drei wichtige Eigenschaften: Zum einen leiten sie lonen ent-
lang des bestehenden elektrochemischen Gradienten in hoher Geschwindigkeit {iber
Zellgrenzen hinweg, welches insbesondere fiir den schnellen Wechsel des Membranpo-
tentials im Rahmen der Signaliibertragung von Bedeutung ist. Gleichzeitig sind sie
hochselektiv fiir eine Ionenart und 6ffnen und schlieBen sich nur in Abhéngigkeit von
spezifischen chemischen, elektrischen oder mechanischen Signalen. Letzteres Charakte-
ristikum unterteilt Ionenkanile in ligandengesteuerte-, spannungsgesteuerte und durch
mechanische Reize gesteuerte lonenkanile.

Neben der Art der geschleusten Ionen und der Abhéngigkeit von differenten Triggern
unterscheiden sich lonenkanile zudem in Thren Leitungseigenschaften: Einige Kanal-
proteine leiten lonen direkt proportional zur treibenden Kraft, dem elektrochemischen

Gradienten iiber der Zellmembran, und verhalten sich demnach wie ein einfacher ohm-
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scher Widerstand. Die Leitfihigkeit (Ai/AV) verhélt sich hier unabhingig von der Po-

i - i
A) ,/' B) ,'lhohe

. /" Leitfahigkeit
v v

Leitfahigkeit ,»”

niedrige Leitfahigkeit

Abb. 1.1: Leitfihigkeiten eines ohmschen Ionenkanals
(A) und eines Kanals vom Rectifier-Typ (B) im Ver-
gleich. i entspricht dem Fluss von Ladungstragern, V der
Potentialdifferenz iiber einer Membran (nach Kandel,

2012).

tentialdifferenz konstant. In anderen Kani-
len unterliegt der Ionenfluss einer nicht-
linearen Funktion der treibenden Kraft, sie
leiten Ionen vermehrt in die eine als in die
andere Richtung. Die Leitfdhigkeit verhilt
sich bei diesen sogenannten ,,Rectifying
Channels* in Abhédngigkeit vom Memb-
ranpotential variabel (Abb.1.1) (Kandel,
2012).

1.2.2 Kaliumkaniile

Kanalproteine, welche eine Selektivitdt fiir die positiv geladenen Ionen des Kaliums
aufweisen, werden als Kaliumkanile (K'-Kanile) bezeichnet. Die sowohl in eukaryoti-
schen wie auch in prokaryotischen Zellen vorkommenden Kanéle stellen die vielfaltigs-
te Gruppe aller Ionenkanile dar. Uber 50 verschiedene Gene kodieren beim Menschen
fur Kaliumkanéle, die neben ihrer Funktion bei der Regulation der Elektrolythdmostase,
der Signaltransduktion oder bei sekretorischen Prozessen vor allem bei der Modulation
des Membranpotentials eine wichtige Rolle spielen (Weber et Lerche, 2008).

Kalium besitzt neben Chlorid ein negatives Gleichgewichtspotential tiber der Zell-
membran. Fiir diese Ionen spezifische Kanile wirken als Exzitationshemmer: Die Dif-
fusion von Kalium entlang des elektrochemischen Gradienten durch gedffnete Kanile
sichert das Ruhepotential einer Zelle durch Annidherung an das Gleichgewichtspotential
fur Kalium und Entfernung vom Schwellenpotential. Ferner wird das durch den Ein-
strom positiv geladener Natriumionen in das Zellsoma vermittelte Aktionspotential
durch den zelluldren Ausstrom von Kalium und dem damit verbundenen Verlust positi-
ver Ladungstriger terminiert. Dieser Charakteristik verwandte Funktionen werden in
erregbaren Zellen allen Kaliumkanilen zugeschrieben: Kaliumkanéle stabilisieren das
Ruhepotenzial, verkiirzen Aktionspotenziale, terminieren Zeiten erhohter Exzitation,
beeinflussen die Intervalle zwischen repetitiven Aktionspotentialen und senken im All-

gemeinen die Effektivitdt von erregungsinduzierenden Impulsen.
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Die fiir die verschiedenen Funktionen notwendige Vielfalt an Kaliumkandlen wird ne-
ben der Anzahl der Gene zusétzlich durch alternatives Spleilen der pra-mRNA im
Rahmen der Prozessierung und der nachfolgenden Translation (England, 1995a) sowie
durch Formation von multimerischen Kanalkomplexen und die Koexpression der Ka-
nalporen mit zusétzlichen Untereinheiten gesi-
chert: Ein funktionsfdhiger Kaliumkanal wird
gebildet durch das Zusammenlagern mehrerer
Untereinheiten, welche sich untereinander glei-

chen (homooligomer) oder unterschiedlich struk-

turiert (heterooligomer) sein konnen. Bis zu vier
dieser Untereinheiten bilden den porenformenden Abb. 1.2: Untereinheiten eines Ionenkanals
Ionenkanal, sie werden als a-Untereinheiten be- (nach Kandel, 2012)
zeichnet (Doyle et al., 1998). Ferner verfligen zahlreiche lonenkanéle tiber akzessori-
sche Untereinheiten, welche als B-Untereinheiten die Kanalfunktion modulieren

(Abb.1.2) (Torres et al., 2007).

1.2.3 Spannungsabhiingige Kaliumkaniile

Neurone und Muskelzellen bilden die grofle Gruppe der erregbaren Zellen. In diesen
dienen spannungsabhéngige lonenkandle der Generierung, Modulation und Fortleitung
von Aktionspotentialen. Spannungssensitive Kaliumkanéle sind maf3geblich fiir die Re-

polarisation verschiedener Aktionspotentiale

verantwortlich. Zu diesem Zweck verfiigt die )
extrazellular

Zelle in erster Linie iiber spannungssensitive
Kaliumionenkanéle vom verzogerten Rectifier-
Typ (Delayed Recifier). Diese Kanile 6ffnen

sich bei an der Zellmembran eingehender De-

polarisation, aktivieren und inaktivieren sich
) . . Abb. 1.3: Transmembrandoménen einer o-
aber wesentlich langsamer als die fiir die De-

Untereinheit eines spannungsabhingigen K*-Kanals
polarisation verantwortlichen Natriumkanéle (nach Long, 2005)

und sorgen somit fiir eine langsame Repolarisation. Einige Gewebe verfiigen iiber zu-
satzliche, schnell aktivierende und inaktivierende Kaliumkanéle, die sogenannten A-
Type-Channels: Bei Erreichen des Schwellenpotentials 6ffnen und schlieBen sie sich

auBerordenlich rasch und bewirken so einen kurzfristigen repolarisierenden Kaliumaus-
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strom aus dem Zellsoma. Dies ist besonders fiir Zellen mit schnell aufeinanderfolgen-
den Exzitationsphasen von Bedeutung (Hille, 2001).

Unter den spannungsgesteuerten lonenkanilen sind die kaliumselektiven Kanéle die am
einfachsten aufgebauten Proteine: Thr Molekulargewicht entspricht in etwa nur einem
Viertel der molekularen Masse anderer spannungsabhéngiger Kanile. Die Tertiédrstruk-
tur spannungssensitiver Kaliumkanéle setzt sich zusammen aus 4 a-Untereinheiten, die
als Tetramer eine Funktionseinheit bilden (s.0.) (MacKinnon, 1991; Heginbotham &
MacKinnon, 1992; Liman et al., 1992).

Jede o-Untereinheit wiederum besteht aus sechs Transmembrandominen (S1-S6), die
als Peptidkette die Biomembran durchspannen und durch Verbindungsdoménen, soge-
nannte Linker, miteinander verbunden sind. Sowohl das N- als auch das C-terminale
Ende der Peptidkette befinden sich auf zytoplasmatischer Seite. Die Transmembrando-
ménen S5 und S6 inklusive des diese verbindenden Linkers entsprechen einer prokaryo-
tischen Kaliumkanaluntereinheit (Abb. 1.3) (Long et al., 2005).

Der durch die Segmente S5 und S6 flankierte Linker, auch P-Loop genannt, kleidet als
Polypeptidkette im funktionsfihigen, in Tertidrstruktur organisierten und membrands
integrierten Protein die Kanalpore aus und verjlingt insbesondere den Selektivitétsfilter
des Kanals. Er trigt eine bei bisher allen identifizierten Kaliumkanélen zu findende Ka-
liumkanal-Erkennungssequenz (Heginbotham, 1994).

Das Transmembransegment S4 weist an jeder dritten Stelle positiv geladene Aminoséu-
ren wie Lysin oder Arginin auf. Im Rahmen der Detektion von Spannungsédnderungen
tiber der Biomembran scheinen diese an Ladungsverschiebungen beteiligt und maligeb-
lich fiir das spannungsabhingige Offnen der Kanalpore (Gating) verantwortlich zu sein
(Bezanilla, 2000).

Entdeckt wurde der erste spannungsabhéngige Kaliumkanal im Jahre 1987 im Gewebe
der Taufliege Drosophila melanogaster und konnte anschliefend auch bei Sdugetieren
nachgewiesen werden (Salkoff et al., 1992). Mithilfe der bekannten DNA-Sequenz die-
ses als Shaker bezeichneten Kanalproteins konnte man aufgrund von Sequenzéhnlich-
keiten weitere Kaliumkanalproteine entdecken (Roeper et Pongs, 1996; Sewing, et al.,
1996).

Entsprechend der allgemein giiltigen Nomenklatur Kv n.m zur Beschreibung und Identi-
fikation der Proteine bezeichnet Kv die Zugehorigkeit zu den spannungsabhingigen

Kaliumkanélen, n die Subfamilie und m das entsprechende Mitglied.
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1.2.4 Kvp1- eine regulative Untereinheit spannungsabhéingiger Kaliumkanile

Das Verhalten spannungsabhidngiger Kaliumkanile kann von akzessorischen Unterein-
heiten in erheblicher Weise beeinflusst werden. Die B-Untereinheiten der Ionenkanile
imponieren als hydrophile zytoplasmatische Proteine mit einer Masse von ca. 40 kDa
und lagern sich tetramerisch in einem Verhiltnis von 1:1 den a-Untereinheiten an
(Parcej et al., 1992; Long et al., 2005).

Die B-Untereinheit Kvf1 ist in ihren drei Subtypen Kvp1.1, KvB1.2 und Kvf1.3 zu fin-
den. Sie bindet an das N-terminale Ende der sechs Transmembrandoménen von span-
nungssensitiven Kaliumkanélen der Gruppe der Shaker (Kv1-Kanile). Kvp1.1 beein-
flusst die Phase der Inaktivierung dieser Kanile. In A-Typ Kanilen (s.0.) wie Kv1.4
(Stithmer et al., 1989) bewirkt die B-Untereinheit eine beschleunigte Inaktivierung, zeigt
aber keinen Einfluss auf die Spannungsabhéngigkeit des Gatingvorgangs. In &hnlicher
Weise beschleunigen Kvf1.2 und Kvp1.3 die Inaktivierung in Kv1.4 und induzieren die
Inaktivierung der nicht-inaktivierenden delayed rectifier Kanilen (s.0.) wie Kv1.1 und
Kv1.5. Sie konvertieren diese zu Kanilen mit schneller Inaktivierung (England et al.,
1995b; Rettig et al., 1994; Wang et al., 1996). Zusitzlich verlangsamt die Untereinheit
KvB1.3 die Inaktivierung von Kv1.5 und modifiziert das Ansprechen des Kanals auf die
Aktivitdt der intrazelluliren cAMP-abhidngigen Proteinkinase A (PKA), ein Schliissel-
enzym des Energiestoffwechsels. Zu diesem Zweck verfiigt Kvp1.3 iiber Molekiilreste,
die durch die Proteinkinase A phosphoryliert werden koénnen und so eine Verlangsa-
mung der schnellen Inaktivierung induzieren (McCormack et al., 1995).

Im Jahre 1996 wurde die mRNA von Kvf1 in diversen Geweben des menschlichen
Zentralnervensystems wie Amygdala, Nucleus Caudatus, Hippocampus und Thalamus

nachgewiesen (Leicher et al., 1996).

1.2.5 Genetik von Kvf1

KvB1 wird beim Menschen vom 418 kb groBen Gen KCNABI auf Chromosom 3 co-
diert. Die Subtypen Kvf1.1, KvB1.2 und KvB1.3 unterscheiden sich in der Aminoséu-
resequenz ihrer N-terminalen Doméne. Dies wird durch alternatives Spleilen der pré-
mRNA im Rahmen der Prozessierung ermoglicht (England et al., 1995b). Die C-
terminale Sequenz gleicht sich bei allen drei Spleilprodukten und sichert jeweils die
Interaktion mit der N-terminalen Doméne der porenbildenden a-Untereinheit des span-

nungssensitiven Kaliumkanals (Yu et al., 1996).

9



1. Einleitung

Die codierende Basensequenz von KCNABI imponiert in 17 Exonen, von denen sich
eines als nicht proteinogen zeigt. Die unterschiedlichen N-terminalen Doménen werden
durch jeweilige Translation der Exone 1, 2 oder 3 realisiert, die Produkte des alternati-
ven SpleiBBvorganges sind (Leicher et al., 1996; NCBI, Contig NT 005612.15). Exon 7
stellt das nicht proteinogene Exon dar. Die Exone 1, 2 und 3 weisen das desoxyribonuk-
ledre Startcodon ATG, Exon 17 das Stoppcodon TAA auf. Der offene Leserahmen
(open reading frame) von KCNABI erstreckt sich demnach zwischen dem Startcodon
des ersten Exons (Exon 1 fir KvB1.3, Exon 2 fiir KvB1.2 oder Exon 3 fiir KvB1.1) und
dem Stoppcodon von Exon 17 (ebd.).

KCNABT

45 6 89 10 11 12 14 15 17
1 ] L1 LIl | ] LIl 11
I | 11 R | | 111 11
| 3 7 13 16
Codiert fur Codiert fur Codiert flr Nicht
N-term. Ende || N-term. Ende || N-term. Ende || proteinogen
von Kv1.3 von Kv1.2 von Kvl.1

Abb. 1.4: Physische Karte von KCNABI und seiner Exone auf Chromosom 3. Start- und Stoppcodon markieren den
offenen Leserahmen. Modell nach Leicher et al., 1996 und ergénzt nach NCBI, Contig NT 005612.15

1.3 KCNABI und Epilepsie

1.3.1 Bisherige Ergebnisse

Im Jahre 2007 fihrte das Epilepsy Genetics Konsortium (EPIGEN) unter der Leitung
von Gianpiero Cavalleri die bislang groBte Untersuchung zur Uberpriifung der geneti-
schen Suszeptibilitdt epileptischer Syndrome und Anfallsformen durch. In der multi-
zentrisch angelegten Studie wurden Assoziazionsanalysen an 279 fiir lonenkanéle ko-
dierenden Genen an 2717 Fall und 1118 Kontrollpersonen durchgefiihrt. Auch wenn
Cavalleri und seine Mitarbeiter keine eindeutigen genetischen Risikofaktoren fiir ein-
zelne Formen der Epilepsie finden konnten, so wurden doch in fiinf Genen Variationen
(Polymorphismen) einzelner Basenpaare (single nucleotide polimorphism, SNP) gefun-
den, die mit dem Auftreten diverser Epilepsien assoziiert werden konnten (Cavalleri et

al., 2007).



l. Einleitung

Zwei der identifizierten Polymorphismen, die eine starke Assoziation vor allem zu Par-
tialepilepsien zeigten, markierten das fiir Kvp1 kodierende Gen KCNABI.

Dass Mutationen in den Kaliumkanalgnenen KCNQ2 und KCNQ3 an der Pathogenese
der Rolando Epilepsie bei einigen Familien beteiligt sind, konnte kiirzlich gezeigt wer-

den (Neubauer et al., 2008b).

1.3.2 Ziel dieser Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, das Gen KCNABI auf eine Beteiligung an der Pa-
thogenese der Rolando-Epilepsie zu untersuchen.

Samtliche Exone von KCNABI wurden in einem 87 Patienten umfassenden Kollektiv
von Indexpatienten aus Familien mit Rolando-Epilepsie sequenziert und auf Mutationen
untersucht. Es wurde die Nullhypothese (Hy) aufgestellt, dass sich das untersuchte Kol-
lektiv hinsichtlich der Genetik von KCNABI nicht vom Vergleichskollektiv der Nor-
malbevolkerung unterscheidet und keine fiir die Rolando-Epilepsie pradisponierenden

genetischen Variationen zu finden sind.



2. Materialien und Methodik

2. Materialien und Methodik

2.1 Materialien

2.1.1 Geriite
Dri-Block® Techne DB-2A Techne AG, Jahnsdorf, Germany
Electrophoresis Powersupply E844 Consort nv, Turnhout, Belgium

Elektronische Mehrkanalpipette EDP®-3 Plus  Rainin, Mettler Toledo Intl. Inc., Gie-

en, Germany

Gefrierschrank -20° C Robert Bosch GmbH, Gerlingen-
Schillerhohe, Germany

Gefrierschrank -70° C Heraeus GmbH, Hanau, Germany
Gelkammer Invitrogen™ Horizon 58 Invitrogen, Darmstadt, Germany
Manuelle Pipette Gilson Pipetman® P 10 Gilson Inc., Middletown, USA
Manuelle Pipette Gilson Pipetman® P 20 Gilson Inc., Middletown, USA

Manuelle Pipette Gilson Pipetman® P 200 Gilson Inc., Middletown, USA

Manuelle Pipette Gilson Pipetman® P 1000 Gilson Inc., Middletown, USA

Mikrowelle LG MS 197H LG Electronics Inc., Seoul, South Ko-
rea
Mobile Pipettierhilfe Pipetboy acu IBS Integra Bioscience GmbH, Fern-

wald, Germany



Photometer Pharmacia Biotech Ultrospec

1000

ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer

Thermocycler T3000

UV-Bestrahlungssystem Stratagene 2400

UV-Kamera-System

Vortexer Vortex Genie® 2

Waage Ohaus Navigator™

Wasserbad WB1

Wippschiittler

Zentrifuge Hettich® Mikro 200R

Zentrifuge Hettich® Rotana 50

2.1.2 Zubehor
Mikrotiterplatte PP , U-Form, 96 Well

2. Materialien und Methodik

Pharmacia Biotech, Diibendorf, Suisse

Applied Biosystems, Foster City, CA,

USA

Biometra GmbH, Géttingen, Germany

Stratagene AG, La Jolla, USA

Polaroid Ecommerce, Minnetonka,

Minnesota, USA

Scientific Industries Inc., New York,

USA

Ohaus Corp., New Jersey, USA

Koéttermann Laborgerdte GmbH, Me-

dingen, Germany

Eppendorf AG, Hamburg, Germany

Hettich Gmbh & Co. KG, Tuttlingen,

Germany

Hettich, GmbH & Co. KG, Tuttlingen,

Germany

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhau-

sen, Germany



PCR-Platte PP, natur, 96 Well

Pipettenspitzen Filter-Tips PE oberflachenop-
timiert 10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 pl

Pipettenspitzen LTS Tips 250 ul

Reaktionsgefile 0,2 ml fiir die PCR PP

Reaktionsgefilie 2 ml

Rohrchen 50 ml mit Schraubverschluss PP

2.1.3 Chemikalien

Aqua ad iniectabilia

BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit
v3.1

Chloroform

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)

EDTA Puffer 10x

2. Materialien und Methodik

Nerbe plus GmbH, Winsen/ Luhe,

Germany

Nerbe plus GmbH, Winsen/ Luhe,

Germany

Rainin, Mettler Toledo Intl. Inc., Gie-

Ben, Germany

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhau-

sen, Germany

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, Ger-

many

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhau-

sen, Germany

B.Braun, Melsungen, Germany

Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA

Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Sigma-Aldrich Co., Miinchen, Ger-

many

Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA



Ethanol absolute Riedel-de Haén

Ethidiumbromid Lésung 1%

GeneRTM® DNA Ladder

Hi-Di™ Formamide

HPLC-H,O LiChrosolv®

Loading Dye®

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Natriumacetat

Natriumchlorid (NaCl)

PeqgLab Universal Agarose

Phenol

POP6™ Polymer

2. Materialien und Methodik

Honeywell Specialty Chemicals Seel-

ze GmbH, Seelze, Germany

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germa-
ny

MBI International, Lansing, MI, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA

Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Ger-

many

Sigma-Aldrich Co., Miinchen, Ger-

many

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germa-
ny

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germa-
ny

PEQLAB GmbH, Erlangen, Germany

Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Appl. Biosystems, Foster City, CA,
USA



Proteinase K

Qiagen® Multiplex PCR Kit 1000

Quiaquick® PCR Purification Kit 250
mit Buffer PB®, Buffer PE®, Buffer EB®

PCR-Oligonukleotidprimer

Saccharose

SDS (Sodiumdodecylsulfat)

TRIS (Trometamol)

Triton X-100 (4-Octylphenol Polyethoxylat)

2.1.4 Losungen
DNA-Extraktionspuffer, steril filtriert

Kern-Extraktionspuffer, steril filtriert

2. Materialien und Methodik

Boehringer Ingelheim, Ingelheim,

Germany

Qiagen, Hilden, Germany

Quiagen, Hilden, Germany

Eurofins MWG Operon, Ebersberg,

Gemany

Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Sigma-Aldrich Co., Miinchen, Ger-

many

Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miin-

chen

40 ml 1 M TRIS pH 8,0
40 ml 0,5 M EDTA pH 8,0
20 ml 5 M NaCl

Ad 1000 ml H,O

109,5 g Saccharose
5ml 1 M MgCl,

10 ml Triton X-100

10 ml 1 M TRIS pH 8,0
Ad 1000 ml H,O
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TAE-Puffer 50-fach

TRIS-EDTA

2.1.5 Software

ABI PRISM® Data Collection

Software 3100

mutationdiscovery.com

NNSPLICE 0.9 by fruitfly.org

SeqScape® v2.1

2.2 Studienkollektiv

2. Materialien und Methodik

242 ¢ TRIS pH 8,0
57,1 ml Acetat

100 ml EDTA 0,5 M
Ad 1000 ml H,O

50 mM TRIS pH 8,0
10 mM EDTA

Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA

Transgenomic Ltd., Glasgow, United

Kingdom

National Human Genome Research

Institute, Rockville Pike, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA

Samtliche 87 in dieser Arbeit genotypisierten Indexpatienten mit diagnostizierter Ro-

lando-Epilepsie entstammen einem seit nunmehr {iber 20 Jahren in der Bundesrepublik

aufgebauten Familienkollektiv (BRE-Kollektiv). Das Kollektiv umfasst iiberwiegend

deutschstimmige und zu einem Anteil von etwa 5% tiirkischstimmige Familien.

Samtliche Patienten gaben nach miindlicher Aufklarung ihre schriftliche Einverstind-

niserkldrung zur Genanalyse der im Rahmen der Erstdiagnostik gewonnenen Blutprobe.

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der Justus-Liebig-Universitit

Gielen begutachtet und in der Sitzung vom 13. Januar 2011 unter dem Aktenzeichen

03/11 genehmigt.
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2.3 Methoden

2.3.1 Die Extraktion der DNA

Mittels Zentrifugation wurde die korpuskulédre Phase der als Ausgangsmaterial zur Ver-
figung stehenden EDTA-Vollblutproben der 87 Indexpatienten vom Blutplasma ge-
trennt. Durch die Zugabe von Kern-Extraktionspuffer (s. 2.1.4) erfolgte im zellhaltigen
Zentrifugat die Zelllyse und Freigabe der Zellkerne.

Wihrend dieses Lysevorganges verwahrten die Proben zur Blocklade von enzymati-
schen Prozessen auf Eis bevor erneut zentrifugiert wurde und das Zentrifugat zum Frei-
setzen der DNA aus den Nuklei beginnend mit DNA-Extraktionspuffer (s. 2.1.4), an-
schlieend mit DNA-Extraktionspuffer-SDS 1% und abschlieend mit einer Spatelspit-

ze Proteinase K versehen wurde.

Zur Trennung der gewonnenen DNA von Protein kam die Phenol-Chloroform-Methode
zu Anwendung, bei der die Nukleinsduresuspension nacheinander mit Phenol, einem
Phenol/Chloroform-Gemisch 1:1 und schlieBlich mit reinem Chloroform mittels Wipp-
schiittler ausgeschiittelt wurde. Zwischen den Applikationsschritten erfolgte je eine
Zentrifugation. Nur der Uberstand wurde jeweils weiterbehandelt, sodass sich Verun-
reinigungen in der dichten organischen Phase und der Interphase ansammelten, wihrend

die hydrophile DNA in der wéssrigen Phase in Losung ging.

Zur Féllung der DNA wurde die wéssrige Phase mit Natriumacetat-Ethanol (1:19) ver-
sehen, das mit der Hydrathiille der DNA interferiert und so die Hydrophilie der Doppel-
helix aufhebt: Kurz nach der Durchmischung kam es zum sichtbaren Ausfall der DNA.
Das Prizipitat wurde zentrifugiert und anschlieBend mittels Ethanol (70%) zur Befrei-
ung vom Natriumacetat gereinigt. Die abschlieBende Zentrifugation diente der schluss-
endlichen Pelletierung der DNA. Zur Aufnahme der Pellets stand TRIS-EDTA (s. 2.1.4)
zur Verfligung, dessen Trometamol der Stabilisierung der DNA im milden alkalischen
Bereich dient. Neben dieser Alkalisierug, die der sdurebedingten DNA-Degradation
vorbeugt, konserviert das enthaltene EDTA die Probe durch Komplexierung von Katio-

nen und damit verbundener Inaktivierung zuriickgebliebener enzymatischer Aktivitédten.
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10.

1.

12.

Protokoll A: Extraktion und Reinigung der DNA

. 5 ml der EDTA-Vollblutproben werden mit 40 ml Natriumchlorid (0,9%)

versetzt.

Zentrifugation bei 4 °C und bei 1400 rpm (190 G) fiir 10 min.

. Verwerfen des Uberstandes und Versetzen des Zentrifugates mit 30 ml Kern-

Extraktionspuffer (s. 2.1.4).

Halbstiindige Lagerung der Proben auf Eis.

. AnschlieBende zehnminiitige Zentrifugation bei 2500 rpm (600 G) und Ver-

werfen des Uberstandes.
Zugabe von 500 ul DNA-Extraktionspuffer (s. 2.1.4).
Zugabe von 500 pl DNA-Extraktionspuffer/SDS 1%.

Zugabe einer Spatelspitze Proteinase K mit anschlieBender Inkubation bei 50

°C fiir 3 h.

Zugabe von 1000 pl Phenol, Wippen fiir 30min und zehnminiitige Zentrifu-
gation bei 2500 rpm (600 G) und 4 °C.

Abschopfen des Uberstandes und Uberfiihren in 500 pl Phenol, Wippen fiir
20 min, im Anschluss Zentrifugation bei 13000 rpm (160 G) und 4 °C fiir 10

min.

Uberstand abnehmen und nun in 500 pl Phenol/Chloroform 1:1 geben, Wip-
pen fiir 20min und zehnminiitige Zentrifugation bei 1300 rpm (160 G) und 4
°C.

Erneute Abnahme des Uberstandes und dessen Gabe in 500 pl Chloroform,

Wippen fiir 20 min und Zentrifugation wiederholen.
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Protokoll A (Fortsetzung): Extraktion und Reinigung der DNA

13. 10 min bei 13000 rpm (160 G) und 4 °C zentrifugieren, Uberstand abschdp-
fen und in 1000 pl 3 M Natriumacetat pH 5 /Ethanol 100% (1:19) geben,

manuell wippen.

14. Mindestens 30 min bei -20 °C lagern, anschlieSend 20 min bei 13000 rpm

(160 G) und 4 °C zentrifugieren, Uberstand verwerfen.

15. 200 pl Ethanol 70% zugeben, 10 min bei wiederum 160 G zentrifugieren,

Uberstand verwerfen.
16. Pellet antrocknen lassen und in 300 pl TRIS-EDTA (s. 2.1.4) aufnehmen.
17. Mindestens 8 h bei 50 °C im Wasserbad lagern.

18. Dauerhafte Lagerung bei 4 °C.

2.3.2 Die photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration
Der photometrischen Konzentrationsmessung liegt der Zusammenhang zwischen der

Optischen Dichte (OD) einer Losung und ihrer Konzentration (C) zugrunde.

C [ug/ml] =0Dye XV xF

Die Optische Dichte wird vom Photometer aus dem Logarithmus des Quotienten der
Lichtintensitdten vor (Ip) und nach (Ig) Durchtritt durch die zu messende Losung bei

einer Wellenldnge von 260 nm berechnet.

OD=10g10 (I()/Id)
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Der Verdiinnungsfaktor (V) beriicksichtigt die verwendete Verdiinnung des Messansat-
zes, der Multiplikationsfaktor (F) beschreibt die stoffspezifische Abhingigkeit der Kon-
zentration doppelstrangiger DNA von der Absorption.

Neben der Messung der Optischen Dichte bei einer Wellenldnge von 260 nm wurde
mittels einer weiteren Absorptionsmessung bei 280 nm die Reinheit der DNA {iiber die
Bildung des Reinheitsindexes (R) tiberpriift. Die Absorption ist der Quotient aus die
Losung durchtretender Intensitédt (I) und eingesetzter Intensitét (Iy). Der ermittelte In-

dex von 1,8 charakterisiert eine nahezu vollstdndige Proteinfreiheit der Probe.

R = A0 : Azgo

Protokoll B: Photometrische Konzentrationsbestimmung

1. Versetzen von 5 ul extrahierter DNA mit 95 ul H,O.
2. Photometrische Messung der Optischen Dichte (OD) bei A=260 nm.
3. Berechnung der Konzentration mit V =20 und F (dsDNA)=50.

4. Bestimmung des Reinheitsindexes (R) durch Messung der Absorption bei
260 und 280 nm.

5. Verdinnung eines jeden Messansatzes mit H,O auf eine Konzentration von

10 ng/pl.

2.3.3 Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)

Seit die Polymerasekettenreaktion im Jahre 1985 von Mullis und seinen Mitarbeitern
eingefiihrt wurde, etablierte sie sich zu einem der bedeutendsten Verfahren der moleku-
larbiologischen Diagnostik. Seither ausschlieBlich im Detail modifiziert, stellt die PCR

heute eine Routinemethode dar, die eine definierte Sequenz einer Vorlagen-DNA
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(Template-DNA) in vitro zu amplifizieren vermag, um sie weiterfithrender Diagnostik
zugénglich zu machen.

Im Reaktionsansatz der PCR befinden sich neben der Template-DNA industriell synthe-
tisierte Oligonukleotide (sog. Oligonukleotidprimer), im Folgenden kurz Primer ge-
nannt, sowie Desoxynukleotidphosphate und die 7Taq-Polymerase, die als gentechnolo-
gisch hergestellte Polymerase des natiirlicherweise in Geysiren lebenden Bakteriums
Thermophilus aquaticus (Taq) wegen ihrer Hitzeresistenz die Reaktionstemperaturen
unbeschadet iibersteht. Die PCR gliedert sich in die drei Schritte Denaturierung, Anne-
aling und Elongation (siche Abb. 2.1).

Die Denaturierung (1) dient der Uberfiihrung der doppelstringigen DNA durch Losung
der Wasserstoffbriickenbindungen in ihre Einzelstrdnge. Hierzu wird das Reaktionsge-
misch fiir 30 Sekunden auf 94 °C erhitzt.

In der sich anschlieBenden Annealingphase (2) senkt sich die Temperatur des Ansatzes
fir 60 Sekunden auf 55 °C, sodass es zu einer Hybridisierung der sich iiberschiissig im
Ansatz befindlichen Oligonukleotidprimern an die Einzelstrdnge kommt, die damit die
zu amplifizierende Sequenz flankieren.

Die Elongationsphase (3) dauert 10 Sekunden an: Bei 72 °C, dem Temperaturoptimum
der Tag-Polymerase, beginnt diese am 3‘-Ende eines jeden Primers mit der Polymerisa-
tion eines zum Einzelstrang komplementéren Gegenstranges, indem sie die im Reakti-
onsansatz befindlichen Desoxynukleotidphosphate dATP, dCTP, dGTP und dTTP zu-
sammenfiigt.

Nach der Elongation ist der erste Synthese-Zyklus beendet und die entstandenen Dop-
pelstringe werden im folgenden Zyklus wiederum denaturiert und dienen dann selbst
als Matrize. So werden in jedem Zyklus die DNA-Molekiile verdoppelt. Nach 30 Zyk-
len ist die gewiinschte Sequenz (ROI, Region of Interest) um den Faktor 10° amplifiziert
worden. Die Probe verweilt wihrend des ganzen Vorganges im Thermocycler, der die

vorgewdhlten Temperaturen nacheinander einstellt.

51 3’ T — T T
i A = T po
1 — 2 FT 3 ——
1 1
— DNA-Emzelstrang --- H,-Bricke 35 zyklen == ROI ®) Tag-Polymerase

Abb. 2.1: Prinzip der PCR
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2.3.4. Die Amplifikation von KCNAB1

Samtliche zur Amplifikation bendtigten Primer wurden mithilfe der Software mutation-
discovery.com entworfen und mittels Tris-EDTA (s. 2.1.4) in 100 pM-Aliquots tiber-
fiihrt.

Die Amplifikation aller Exone von KCNABI erfolgte mithilfe der Multiplex-PCR-
Methode, die in einem Raktionsansatz nicht nur ein, sondern mehrere Exone amplifi-
ziert und damit zeitsparend einzusetzen ist. In vorliegender Arbeit wurde das Qiagen
Multiplex Kit® verwendet, welches neben der Polymerase die Desoxyribonukleotid-
triphosphate (ANTPs), Magnesiumchlorid (MgCl,) und einen patentierten Puffer enthélt
und mit den Primern aller zu amplifizierenden Exone und der Template-DNA einen
Reaktionsansatz bildet.

Der enthaltene Puffer stellt den pH-Wert des Reaktionsansatzes oberhalb von 8 und
somit auf das Aktivititsmaximum der Tag-Polymerase ein, das Magnesiumchlorid be-
einflusst Denaturierung, Primerannealing sowie die Bildung von Primerdimeren. Es
verringert so die Fehlerrate und erhoht die Produktspezifitét.

Im vorliegenden Projekt wurden drei Exone pro Ansatz amplifiziert, sodass jeder Reak-
tionsansatz einen Satz aus 3 Primern enthielt. Ein Primersatz wurde verdiinnt aus 2 pl
jeweils dreier Primer und 87,6 ul H,O.

Das Reaktionsgefi3 durchlief anschlieBend im Thermocycler das PCR-Programm.

Die speziell im Qiagen Multiplex-Mix verwendete Tag-Polymerase, die HotStarTaq®,
wird durch initiale 95 °C aktiviert und zeigt verbesserte Ergebnisse beim Erweitern des
Programmes um eine Final Extension-Phase, in der noch vereinzelt Nukleotide polyme-

risiert werden konnen.

\S)
(O8]
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1.

Protokoll C: Amplifikation von KCNABI via Multiplex-PCR

1. Pipettieren eines 50 pul PCR-Ansatzes:

Multiplex Mix (MM)

1 Primersatz

Template-DNA 10 ng/pl

HPLC-H,O

95 °C
94 °C
52°C
72 °C
72 °C
4°C

2. Pipettieren einer Negativ-Kontrolle ohne Template-DNA.

3. Aufnahme des Ansatzes und der Negativkontrolle durch den Thermocycler

und Programmierung wie folgt:

Initialisierung
Denaturierung
Annealing
Elongation
Final Extension

Kiihlung

25 ul
Sul
Sul

ad 50 pl

15 min
30 sek
60 sek 35 Zyklen
10 sek
10 min

00

2.3.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher

GroBe. Hierbei wandern die Fragmente durch ein in einer ionischen Pufferlosung be-

findliches Gel, das in einem elektrischen Feld positioniert wird. Kleine Molekiile bewe-

gen sich schneller als grofle in Richtung der elektropositiven Anode, sodass es im Gel

zu einer Trennung der Fragmente kommt.

Bei der tiblicherweise zur Auftrennung von PCR-Produkten angewandten Agarose-

Gelelektrophorese, dient der Algenextrakt Agarose der Bildung eines recht gro3porigen

Gels, in dem sich die mit dem patentierten Farbstoff LoadingDye® versetzten PCR-
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Produkte auftrennen. Dem GroBenvergleich der aufgetrennten Phasen dient der Gro-
Benmarker GeneRTM® DNA Ladder, der DNA-FragmentgroBBen in 100 kb-Schritten
markiert.

Im Anschluss an die Elektrophorese werden die nun aufgetrennten Fragmente mittels
des unter ultraviolettem Licht fluoreszierenden Ethidiumbromids (1%) angeférbt. Die
AbschlieBende Photographie unter UV-Einstrahlung dient dem Nachweis der PCR-
Produkte in den Proben sowie dem Ausschluss von in der Negativprobe befindlicher

DNA, welche bei einer Kontamination der PCR-Reagenzien zu beobachten wiére.

Protokoll D: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte

1. Herstellung von 2-fach TAE (TRIS-Acetat-EDTA )—Puffer. Hierzu 50-fach
TAE-Puffer (s. 2.1.4) im Verhéltnis von 2:50 mit H,0 verdiinnen.

2. 2 g Agarose werden mit 100 ml des 2-fach TAE-Puffer im Becherglas ver-
riihrt.

3. Wiederholtes Aufkochen der Suspension unter Mikrowellenbestrahlung, in-

termittierendes griindliches Riihren.

4. Aufgielen der Losung auf den Gelschlitten und Einbringen eines Geltaschen-

Kammes, abkiihlen lassen.

5. Befiillen der vom Transformator dekonnektierten Elektrophoresekammer mit

2-fach TAE-Puffer (s.0.).
6. Positionierung des polymerisierten Agarose-Gels in der Gelkammer.

7. Taschen befiillen mit 5 pl des PCR-Produktes und 2 pl Loading-Dye®.
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erhilt die Negativ-Kontrolle.

11. Sofortbildphotographie unter UV-Einstrahlung.

Protokoll D (Fortsetzung): Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte

8. Eine Tasche befiillen mit 10 ul GeneRTM® DNA Ladder, eine weitere Tasche

9. Anlegen einer Gleichspannung: 150 V bei 100 mA fiir 45 min.

10. Positionieren des Gels in 1%-iger Ethidiumbromidldsung fiir 10 min, anschlie-

Bend Auswaschen ungebundenen Ethidiumbromids in H,0 fiir 10 min.

- " . AR "“
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" = :
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- = -
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= Pat. 1-5 K ” Pat. 1-5 K = Pat. 1-5 K
= — =
= hi=4 =

Abb. 2.2: Gelelektrophoretische Auftrennung aller amplifizierter Exone von KCNABI (hier exemplarisch die Patien-
tenproben 1-5). Rechts jeweils die Negativ-Kontrolle (K). Ansatz I mit Exon la, 2 und 13: 266 bp, 339 bp und 467 bp.
Ansatz IT mit Exon 1b, 3 und 4: 189 bp, 262 bp und 331 bp. Ansatz III mit Exon 5, 10 und 15: 187 bp, 215 bp und
339 bp. Ansatz IV mit Exon 6, 8 und 16: 214 bp, 250 bp und 283 bp. Ansatz V mit Exon 9, 14 und 17: 220 bp, 337 bp
und 373 bp. Ansatz VI mit Exon 7, 11 und 12: 223 bp, 229 bp und 387 bp. Bei der Abbildung dhnlich grofer PCR-
Produkte verschmelzen die Banden. Rot umrandet wurde der Groenmarker GeneRTM® DNA-Ladder; Fragmentgro-

Ben werden in 100 kb-Schritten markiert.

2.3.6 Aufreinigen der PCR-Produkte

Zur Trennung der PCR-Produkte von Farbstoffen, Oligonukleotiden und anderen Reak-

tionsprodukten wurde jede Probe mittels des QIAquick® PCR Purification Kits gerei-
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nigt. Im Ergebnis wurden 80 pl Eluat gereinigter PCR-Produkte pro PCR-Ansatz auf
sechs PCR-Reaktionsgefille verteilt.

Protokoll E: Aufreinigung der PCR-Produkte

1. Versetzten des PCR-Produktes mit Bindepuffer Buffer PB® in fiinffachem

Volumen.

2. Uberfiihren der Emulsion in eine Zentrifugationssiule mit anschlieBender

Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir 60 sek.

3. Verwerfen des Zentrifugates und Befiillen der Séule mit 750 ul Waschpuffer
Buffer PE®.

4. Zentrifugation bei 13.000 rpm (15.000 G) fiir 60 sek und verwerfen des Zent-

rifugates, erneute Zentrifugation fiir 60 sek.

5. Elution der gereinigten PCR-Produkte mittels Zugabe von 80 ul Elutionspuf-
fer Buffer EB® auf die Membran der Sdule und einminiitige Abzentrifugation

in ein neues Reaktionsgefidl bei 13.000 rpm (15.000 G).
6. Verteilen des Eluats auf 6 PCR-Reaktionsgefife.

7. Lagerung bei 4 °C.

2.3.7 Die Sequenzierung

Ziel der Sequenzierung ist die Bestimmung der Nukleotid-Abfolge eines zu untersu-
chenden DNA-Fragments. Bei der in vorliegender Arbeit angewandten Kettenab-
bruchsequenzierung nach Sanger wird dhnlich der Amplifikation ein zuvor hybridisier-
ter Primer von einer Tag-Polymerase mittels Desoxyribonukleotidtriphosphaten
(dNTPs) verlangert. Weil jedoch dem Reaktionsansatz zusitzlich fluoreszenzmarkierte
Didesoxyribonukleotidtriphosphate (ddNTPs) beigefiigt sind, erfolgt die Polymerisie-

rung nicht in einem fort, sondern wird die Strangsynthese bei zufilligem Einbau eines
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ddNTP aufgrund der hier fehlenden 3‘-Hydroxylgruppe unterbunden. Prozessergebnis
ist eine Gruppe neuer Molekiile unterschiedlicher Lange, von denen jedes mit einem der
vier verschiedenen Didesoxyribonukleotide endet, die komplementir anzeigen, welches
Nukleotid an entsprechender Position in der Template-DNA zu finden ist.

Zur Trennung der DNA-Molekiile entsprechend ihrer Linge wird vom automatisierten

Sequenczierer eine Kapil- — =

larelektrophorese durch-

r1 {Yiji= —;“E——’
gefiihrt bevor die Mole- ¥ >— {\[\[\
TT 1% S —e

kiile einen Fluoreszenz- Detektor  bildgebendes System

~ TT® (i » —+—e
detektor passieren, der ¥
. X X fluoreszierende Banden bewegen
die unterschiedlichen sich entlang des Detektors

— Einzelstrang --=- H,-Briicke = Primer ®®® daaNTPs

Markierungen der Di-

desoxynukleOtlde zu Abb. 2.3: Das Prinzip der Sequenzierung
detektieren vermag

und optisch auflost.

2.3.8 Der Sequenzansatz

Entsprechend der enthaltenen amplifizierten Exone wurde jede Probe mit Oligonukleo-
tidprimern sowie BigDye® Buffer und BigDye® Terminator aus dem BigDye® Cycle
Sequencing Kit v3.1 versehen. Letzteres Reagenz enthilt die Didesoxynukleotide sowie
eine patentierte Polymerase. Im Thermocycler durchliefen die Proben das zyklische
Sequenzierungsprogramm, das dem Einbau der fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleo-
tide dient.

AnschlieBend wurde das Sequenzprodukt einer Ethanol-Natriumacetatfillung unterzo-
gen: Sdmtliche Proben wurden mit Natriumacetat und Ethanol absolut versetzt und dann
auf eine Zentrifugalplatte tibertragen. Nach 20-miniitiger Zentrifugation hatte sich der
Sequenzansatz am Boden eines jeden Wells niedergeschlagen und nach dem Verwerfen
der fliissigen Phase konnte die Aufreinigung der Produkte mittels Ethanol (70%) erfol-
gen.

Die Sequenzprobe wurde zur Resuspension in HiDi™ Formamide gelost, das neben
konservierendem und antievaporativem Effekt die Menge der freien lonen reduziert und

die Probe damit auf die Kapillarelektrophorese vorbereitet.
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Protokoll F: Der Sequenzansatz

1. Erstellen eines sechsfachen (s.0.) Sequenzansatzes pro PCR-Produkt: Zwei
mit PCR-Produkt aus 2.3.6 gefiillte Reaktionsgefidl3e pro amplifiziertem Exon
versetzen mit 1,5 pl Primer (1,6 uM). Ein Reaktionsgefidl} erhilt den Forward-,
das jeweils weitere den Reverse-Primer. Jeder Ansatz wird durch die Zugabe
von 4 ul BigDye® Buffer und 2ul BigDye® Terminator vervollstindigt. In je-

dem Tube befinden sich anschlieBend:

Eluat aus der Aufreinigung: 11,5 ul
BigDye® Buffer: 4 ul
BigDye® Terminator: 2ul

Primer (forward o. reverse): 1,5 pul

2. Aufnahme durch den Thermocycler und Programmierung wie folgt:

I. 96°C Denaturierung 10 sek

2. 50°C Annealing 5 sek 25 Zyklen
3. 60°C FElongation 4 min

4. 4°C  Kiihlung 00
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Protokoll F (Fortsetzung): Der Sequenzansatz

3. Verwerfen des Uberstandes und Auffiillen eines jeden Wells mit 20 pl
HiDi™ Formamide, nach kurzem Vortexen erfolgt der Ubertrag auf eine

Sequenzerplatte.

4. Zur Fillung jedes Reaktionsgefd3 mit 50 pl Ethanol (100%) und 2 ul 3 M

Natriumacetat versehen.

5. Uberfiihren auf Zentrifugalplatte und Zentrifugation fiir 20 min bei 4000

rpm, anschlieBend Verwerfen des Uberstandes.

6. Zum Aufreinigen des Sequenzansatzes jedes Well mit 150 pl Ethanol
(70%) versehen und 10 min bei 4000 rpm (1500 G) zentrifugieren.

2.3.9 Sequenzierung von KCNABI und Sequenzanalyse

Das zur Verfligung stehende System ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer trennte die
fluoreszenzmarkierten Fragmente mittels einer speziellen Polymermatrix (POP6™, Per-
formance Optimized Polymer) iiber eine Strecke von 50 cm auf. Die Kombination aus
Trennstrecke, Polymer und einer iiber Laufmodule (Run Module) festgesetzten Elektro-
phoresespannung ergibt erwiinschte Trennleistungen und Leseweiten bei entsprechender
Laufzeit. Die Detektion der mit vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markierten
Didesoxynukleotide erfolgt durch Anregung der Farbstoffe iiber zwei fokussierte Ar-
gonlaserstrahlen und die Auswertung der Emission nach spektraler Aufspaltung iiber
eine hochauflosende CCD-Kamera. Mithilfe der gerdtespezifischen ABI PRISM® Data
Collection Software werden die detektierten Emissionspeaks tibersetzt (Basecalling).
Die Sequenzanalyse erfolgte mit SeqScape® 2.1, einer Software, die den Vergleich ge-
notypisierter Fragmente mit einer Referenzsequenz ermdéglicht, die in vorliegender Ar-
beit vom NCBI Contig NT 005612.15 présentiert wurde. Die in Abhingigkeit von zu

sequenzierender Exonldnge, gegebener elektrophoretischer Trennstrecke, dem Polymer
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sowie des fiir den Sequenzansatz verwendeten BigDye® Mixes verwendeten Einstel-

lungen sind im Folgenden aufgefiihrt.

Tab. 2.1: Einstellungen am Sequenzierer ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer

Dye Set: Z, abhéngig vom verwendeten BigDye® Mix

Mobility File: DT3100POP6(BDv.3)vI.mob, nivelliert kapillarelektrophoretische
polymerabhéngige Schwankungen
Analysis Module: BC-3100POP6SR, Auswahl in Abhéngigkeit von Polymer und

Exonlidnge
Run Module: StdSeq50 POP6D, Auswahl abhingig von Polymer und Trenn-
strecke
Abb. 2.4: Ansicht von Applied Biosystems
EURICCINoNICINC el € Referenz-Sequenz SeqScape® 2.1

fnRpeREninEne
ATTCCCTCTGTGC € Ermittelte Sequenz

| ‘ <€— floureszenzmarkierten
| ‘l PCR-Produkte

" ;‘)\M\f i Gemessene Peaks der
' A
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3. Ergebnisse

3.1 Das KCNABI-Gen

Das bei 87 Indexpatienten sequenzierte Gen KCNABI liegt auf dem 199 Millionen Ba-
senpaaren umfassenden Chromosom 3. Mit Ausnahme zweier identifizierter Polymor-
phismen entspricht der Genotyp aller untersuchten Patienten hinsichtlich des Gens der
Referenzdatengrundlage Contig NT 005612.15. Beide gefundenen Polymorphismen
sind bereits im Reference SNP Cluster Report verzeichnet. Ein jeweiliger klinischer

Effekt ist bislang unbekannt.

M 10 20 30 40 50 60 70 80 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 >
>

1] |
1 |
0

|
1
A
RS 1551066 RS 2280031

Abb. 3.1: Ideogramm des Chromosom 9 und das Gen KCNAB! mit den Orten der beiden gefundenen Polymorphismen
RS 1551066 und RS 2280031 (nach Cavalleri et al., 2007).

3.2 Polymorphismus RS 1551066

3.2.1 Der Polymorphismus RS 1551066

Der Polymorphismus RS 1551066 wurde im untersuchten Kollektiv bei 40 Patienten
gefunden. In 38 Fillen trat er heterozygot, in 12 Fillen homozygot auf. Bei RS 1551066
handelt es sich um einen Basenaustausch an Position 157492619, sieben Basenpaare
nach Ende des Exon 3, bei welchem die Nukleinbase Cytosin durch Thymin ersetzt
wird (C>T). Infolge der Position im Intron hat die Punktmutation keinen unmittelbaren

Einfluss auf die Proteinbiosynthese.
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Tab. 3.1: Frequenzen von RS 1551066

Genotyp  Absolut (n=87)  Frequenz
ccC 37 0,43
TC 38 0,44
TT 12 0,14

CGTGACTGCCTGTGTTCTGGGGTTCTGAGAGGGACCGTGCGCTGCCTGGGGAAGCAATGCAA

Forward-Primer

GTCTCCATAGCCTGCACAGAGCACAATTTGAAGAGTCGGAATGGTGAGGACCGACTTCTGAG

CAAGCAGAGCTCCACCGCCCCCAATG...TTCCGCACGGTCGCTATCATCGCGCGCAGCCTGGG

GACGTTCACGCCTCAGCATCACATTTCTCTCAAAGAGTCCACCGCAAAGCAGACTGGCATGAA

RS 1551066 Reverse-Primer
ATATAGGTATGC » TAAGATTCCCTCTGTGCGGGGTATCCAGGTTCTATACAGGTGCAG

Abb. 3.2: Das Gen KCNABI mit Auszug des Exon 3. Zu erkennen ist das Primerannealing sowie die Position des
Polymorphismus 1551066.

Blalduppiuniiinni

TATGCAFFTAAGATTCC fldnnuppunifennnin pnnn BppaannRnnn
TATGCAEFTAAGATTCCC TATRCARPTAREATTRC

TATGCAN[iTAAGATTCE

TATGCAE[iTAAGATTCCC TATCEAERTRASATTECC

T

I \ \
innlnnnn

TAAGATTC

11}
cc

Abb. 3.3: Die drei identifizierten genotypischen Varianten von RS 1551066. Ansicht der graphischen Auflosung
durch Applied Biosystems Seqscape® 2.1.

33



3. Ergebnisse

3.2.2 Splice-Site-Analyse

Die obligate Splice-Site stellt die Grenze zwischen genomischem Intron und Exon dar.
An ihr trennt ein Komplex aus Ribonukleinsdure und Protein, das Spliceosom, posttran-
skriptionell die Introns aus der pri-mRNA.

Aufgrund der exonnahen Position des Polymorphismus RS 1551066 wurde eine Splice-
Site-Analyse durchgefiihrt, um ein méglicherweise durch den Polymorphismus beding-
tes verdndertes Spliceverhalten der Nukleinséure zu untersuchen. Hierzu wurde das vom
BDGP (Berkeley Drosophila Genome Project) unter www.fruitfly.org bereitgestellte
Analyseprogramm NNSPLICE 0.9 verwendet. Sowohl im Falle der Wildtypsequenz als
auch bei aufgetretenem Polymorphismus wird die Splice-Site identisch und mit gleicher
Zuverldssigkeit (Wahrscheinlichkeits-Score= 0,99) erkannt, sodass eine Einflussnahme

der Punktmutation auf das Spliceverhalten als sehr unwahrscheinlich gelten kann.

Intron Exon 3 Intron Exon 4 Intron
—-\v—ﬁ——— -
Wildtypus AATATAGGTATGCAC 0.99
Score
RS 1551066 AATATAGGTATGCAT 0.99

Abb. 3.4: Sowohl bei Vorliegen des Wildtypus als auch bei aufgetretenem Polymorphismus wird nach der Analyse
von NNSPLICE 0.9 die Splice-Site mit gleich hoher Zuverldssigkeit (Wahrscheinlichkeits-Score=0,99) erkannt.

3.2.3 Statistische Untersuchung

Um eine Assoziation des Polymorphismus mit dem Auftreten der Rolando-Epilepsie
auszuschlieBen, erfolgte die Untersuchung der im Kollektiv aufgetretenen Polymor-
phismusfrequenzen nach dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE=Hardy-
Weinberg-Equilibrium). Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht beschreibt als Modell
unter Ausschluss jeglicher Selektionsfaktoren das natiirliche Auftreten unterschiedlicher
Allelfrequenzen in einer Idealpopulation.

Im untersuchten Kollektiv wurden die Frequenzen fiir den homozygoten Wildtypus
(CC) mit 0,43, fiir das heterozygote Auftreten des Polymorphismus (CT) mit 0,44 und
fur die homozygote Mutation (TT) mit 0,14 bestimmt. Der Chi-Quadrat-Test nach
Pearson zeigt hinsichtlich der Allelfrequenzen mit einem P-Wert von 0,8114 keine Dif-

ferenzierung des untersuchten Kollektives von der Frequenzverteilung nach Hardy und
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Weinberg. Der Exact test for Hardy-Weinberg Equilibrium bestitigt das Testergebnis
(p=0,6449) (Engels, 2009).

Die genotypisierten Frequenzen sind somit unabhéngig vom untersuchten Kollektiv und
der Polymorphismus RS 1551066 pridisponiert auch tiber moglicherweise unbekannte

Mechanismen vermutlich nicht fiir das Auftreten der Rolando-Epilepsie.

3.3 Polymorphismus RS 2280031

3.3.1 Der Polymorphismus RS 2280031

Der Polymorphismus RS 2280031 wurde bei insgesamt 33 Patienten identifiziert. Da-
von stellte sich die Mutation in 28 Fillen heterozygot und in 5 homozygot dar. Bei RS
2280031 handelt es sich um den Austausch der Nukleinbase Thymin gegen Cytosin
(T>C) innerhalb des Exon 16 an Position 157731909. Der Austausch der Base fiihrt zur
Bildung des Triplets AAC statt AAT. Im Rahmen der Transkription kommt es zur
DNA-abhingigen Polymerisation der proteinogenen mRNA, bei der Thymin durch die
Base Uracil ersetzt wird. Da sowohl das resultierende RNA-Triplet AAC wie auch
AAU fiir die Aminosédure Asparagin (Asn, D) kodieren, kommt es im Rahmen der Pro-
teinbiosynthese infolge der Translation nicht zum Austausch der synthetisierten Amino-
sdure und somit nicht zu einer etwaigen Proteinfehlfunktion. Bei RS 2280031 handelt es
sich demnach um einen nicht kodierenden Polymorphismus, eine sogenannte stille Mu-

tation.

Tab. 3.2: Frequenzen von RS 2280031

Genotyp  Absolut (n=87) Frequenz

TT 54 0,62
TC 28 0,32
CC 5 0,06
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Exon 16

GCGCCTCTATGCATTTGCATTTCCCCTCCCAGCTGGGCTTTGACAGATTCTGTCAAATCTTCTAC

Forward-Primer

ACAACAGGGGGTGCTGCTCAGGTT...AGCTGTAGCAGGTGTTTATAAGCTAATCAACGATTGG
AAGTGCTTTGATAAACTGACCCGTGTCCTCTCCTCCCAGCGTGGTGCCT GAGAA@AAGG
TGTGAGTTCTGTGCTCCTGGGATCATCCACTCCTGAACAACTCATTGAAAACCTTGGTGCCATTC

Reverse-Primer

AGGCAAGTACTGCAGCCCCTTCCAACATCAGGGAATTTAATGGTGCCTTTGAGGCTATCTCCAG

Abb. 3.5: Das Gen KCNABI mit Auszug des Exon 16. Zu erkennen ist das Primerannealing sowie die Position des
Polymorphismus 2280031.

........ e |+ o+ o R )
11 21
L R E L R
I fslROpRNR el Rdufpnn fnnnnnnf pnl
CTGAGAAATGAA CTGAGAAAFGAA CTGAGAAALFAA
crcacaaakhaa cTGAAAAl| a2 CTGAGAAA
. A
A f r
f\[\ ); U \fvs‘ TC

CTCAGCARAN| AA

Abb. 3.6: Die drei identifizierten genotypischen Varianten des RS 2280031. Ansicht der graphischen Auflgsung durch
Applied Biosystems Seqscape® 2.1.
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Phe Phenylalanin
U C A G Leu Leucin
llc Isoleucin
U uuu} i ey UAU} Tyr usu} B Met Methionin
uuc UCC | gor |UAC UGC v Val Valin
UUA uca UAA uga 4 Stoppeodi =
Leu Ser Serin
uuG uce | UAG UGG}Trp
= = Pro Prolin
C cuu ccu CAU - cGU -
cuc cce cAC c6e Thy Threonin
- Leu — Pro Arg s
CUA CCA CAA - CGA Ala Alanin
n
cuG ccG _J CAG CGG His Histidin
AUUT) Acu ) AAUT] AG | —— RS52280031 Gln Glutamin
A L Asn [€] Ser
auc  llc Acc | Thy AAC AGC Asn Asparagin
AUA ACA AAA AGA | Startcodon L
L =i Arg Lys Lysin
AUG TACG | AAG AGG. :
= Glu Glutaminsre.
GUU GCU GAU GGU -
- GUC Gec GAC i GGC L Cystein
— Val — Ala Gly
CUA GCA GAA GGA Trp Tryptophan
Glu .
GUG_J GCG GAG GGG Arg Arginin
Gly Glycin

Abb. 3.7: Wie aus der Codontabelle ersichtlich fiihrt RS 2280031 im Rahmen der Proteinbiosynthese nicht zu einem

Austausch der Aminoséure.

3.3.2 Statistische Untersuchung

Auch fiir die im untersuchten Kollektiv gefundenen Frequenzen von RS 2280031 wurde
ein statistischer Vergleich mit der Hardy-Weinberg-Verteilung vorgenommen, um etwa-
ige unbekannte Assoziationsmechanismen des Polymorphismus mit dem Auftreten der
Rolando-Epilepsie zu detektieren.

Fiir die angetroffenen Frequenzen des Wildtypus TT (0,62), der heterozygoten Mutation
TC (0,32) und der homozygoten Mutation CC (0,06) ergibt der Chi-Quadrat-Test nach
Pearson bei einem Vergleich mit dem Hardy-Weinberg Gleichgewicht einen P-Wert
von 0,7532. Der Exact Test for Hardy-Weinberg Equilibrium zeigt einen P-Wert von
0,5406.

Somit treten die genotypisierten Frequenzen von RS 2280031 unabhéngig vom unter-
suchten Kollektiv auf und der Polymorphismus préadisponiert nicht fiir das Auftreten der
Rolando-Epilepsie.
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4. Diskussion

4.1 Bisherige Studienlage

Die im Jahre 2007 durch das Epilepsy Genetics Consortium (EPIGEN) unternommene
multizentrische Untersuchung zur Uberpriifung der genetischen Suszeptibilitit epilepti-
scher Syndrome und Anfallsformen zeigte sich als die bis dahin grof3te Studie dieser
Art. In den hier angefertigten Kopplungsanalysen wurden zwei Polymorphismen mit
starker Assoziation zu Partialepilepsien identifiziert, die das fiir die Kaliumkanal-
Untereinheit Kvp1 kodierende Gen KCNABI markierten (s. Tab. 4.1; Cavalleri et al.,
2007). KvB1 spielt eine wichtige Rolle bei der Inaktivierung spannungssensitiver delay-
ed rectifier Kaliumionenkanile aus der Gruppe der Kv1.1-Kanile (Shaker) im Rahmen

des neuronalen Aktionspotentials (s. 1.2.4).

Test phenotype Population SNP number Gene Set-association N#
p value

1 SGTCS Finland 1516826199 KCNA4BI 45710 685
2 SGTCS Finland 133755631 KCNABI 6,45x10°7 697
3 All epilepsy Finland 153755631 KCNABI S2x105 782
4 All epilepsy Finland 1516826199 KCNABI 5,40x107° 713
5 Other Finland 153755631 KCNABI 1,01x107 698
6 Partial Finland 1516826199 KCNABI 1,25x1072 750
i Myoclonic Ireland 159362632 GABRR2 1,28x10> 422
8 Myoclonic Ireland 157762767 GABRR2 1,75x107> 429
9 Other Finland 1516826199 KCNABI 2,06x107 690
10 MTLE-HS Ireland 15398702 KCNMB4 2,19x107? 483
11 Partial Finland 153755631 KCNABI 2,49x10°° 761

Tab. 4.1: Ergebnisliste der EPIGEN Studie von 2007; SGTCS=Sekundiar generalisierende tonisch-klonische Kramp-
fe; MTLE-HS= Mesiale Temporallappenepilepsie, Ni= Gesamtzahl der Probanden. Auszug modifiziert nach Cavalle-
ri et al., 2007.

Der Empfehlung des EPIGEN Consortiums, die Genetik von KCNABI im Hinblick auf
die Suszeptibilitdt von Partialepilepsien weiter zu explorieren (Cavalleri et al., 2007),
wurde in vorliegender Arbeit Rechnung getragen. Es wurde die Beteiligung des Gens an
der komplex-genetischen Pathogenese der Rolando-Epilepsie untersucht, die zu den

haufigsten Partialepilepsien des Kindesalters zdhlt. Dass Mutationen in den Kaliumka-
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nalgenen KCNQ2 und KCNQ3 an der Pathogenese der Rolando Epilepsie bei einigen
Familien beteiligt sind, konnte kiirzlich bereits gezeigt werden (Neubauer et al., 2008b;
Hahn et Neubauer 2009). KCNQ2 und KCNQ3 kodieren fiir die spannungssensitiven
Kaliumkanédle Kv7.2 und Kv7.3 vom M-Typ (slow-delayed-rectifier) (Maljevic et
Wauttke, 2010).

4.2 Eigene Ergebnisse

Im Rahmen der erfolgten DNA-Sequenzierung von KCNABI bei 87 Indexpatienten aus
87 Multiplexfamilien mit diagnostizierter Rolando Epilepsie wurden keine krankheits-
auslosenden Mutationen gefunden. Es konnten lediglich zwei bereits bekannte Poly-
morphismen identifiziert werden. Hierbei handelt es sich um die intronische Mutation
RS 1551066 (C>T) sowie die exonische stille Mutation RS 2280031 (T>C) ohne Ami-
nosédurenaustausch.

Beide Polymorphismen traten im untersuchten Kollektiv mit Frequenzen im Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht auf, sodass Assoziationsmechanismen zwischen den Poly-
morphismen und dem Auftreten der Rolando Epilepsie als iiberaus unwahrscheinlich
angesehen werden konnen (s. 3.2-3.3).

Wenngleich die Studienergebnisse des EPIGEN Consortiums eine Beteiligung von
KCNABI an der Genese partialepileptischer Syndrome und sekundér generalisierter
tonisch-klonischer Anfallsformen vermuten lassen (Cavalleri et al., 2007) und KCNQ?2
wieauch KCNQ?3 bei einigen Familien an der Pathogenese beteiligt sind, so konnte doch
in der vorliegenden Untersuchung keine Beteiligung des Gens KCNABI an der Patho-
genese der Rolando Epilepsie nachgewiesen werden.

Funktionell unterscheiden sich die 2008 bereits identifizierten Genprodukte von
KCNQ2 und KCNQ3 von den in vorliegender Arbeit untersuchten Kvl (Shaker)-
Kandlen. KvfB1 bildet als B-Untereinheit zusammen mit den porenbildenden o-
Untereinheiten (Kv1) spannungsabhingige A-Typ- oder delayed-rectifier-Kanile (s.
1.2). Im Rahmen des Ablaufes eines Aktionspotentials vermitteln diese Kanile die sich
der Depolarisation durch das schnelle Natrium-System anschlieBende Repolarisation (s.
1.2.3; Hille, 2001). Slow-delayed-rectifier-Kanile (Kv7-Kanile) hingegen wie die Gen-
produkte von KCNQ2 und KCNQ3 verfiigen iiber keinen unmittelbaren Einfluss auf den

Progress des Aktionspotentials, sie begrenzen lediglich eine wiederholte Depolarisation
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des Neurons und senken somit die Aktionspotentialfrequenz. Sie werden deutlich lang-
samer aktiviert als Kvl-Kanile und 6ffnen sich ausschlielich im Grenzbereich zwi-
schen Aktionspotential und Ruhepotential. Da sie sich nicht potentialgesteuert inaktivie-
ren, generieren sie einen fortwdhrenden spannungsabhingigen zelluldren Kaliumionen-
ausstrom, der das Membranpotential stabilisiert und die Erregbarkeitsschwelle des Neu-
rons anhebt. Weil der Ionenfluss der slow-delayed-rectifier-Kanéle nebst verschiedenen
Neurotransmittern ebenso durch Muskarin inhibiert werden kann, werden sie auch M-

Typ-Kanéle und ihr Ionenfluss M-Strom genannt (Hille, 2001; Wyllie, 2010).

Dass sich Kv1-Kanéle (Shaker) in ihrer Funktion grundsétzlich von Kv7-Kanélen unter-
scheiden, konnte die Beteiligung von KCNQ2 und KCNQ3 an der Pathogenese der Ro-
lando-Epilepsie bei gleichzeitig negativem Befund fir KCNABI in vorliegender Arbeit
erkldaren. Eine Beteiligung von KCNQS5 an der Genese der Rolando Epilepsie gilt als
unwahrscheinlich (Neubauer et al., 2008b).

Die mRNA des M-Typ-Kanals Kv7.4 wurde bisher nicht im humanen Neokortex ge-
funden (Robbins, 2001) ebenso wie Kv7.1, der zudem keinen M-Strom zu vermittelt

vermag (Brown et Passmore, 2009).

Kv1 (KCNA) ,Shakers” Kv7.2 (KCNQ2)P b Nachweis

im ZNS

kv3 (KCNC) , Shaws"” A-Typ, Kv7.3 (KCNQ3) .
s delayed dlow 4 Nachweis in

; Kv4 (KCND) ,,Shals* it Kv 7.4 (KCNQ4)< 2 delayed der Horbahn
Kv2 (KCNB) ,Shabs” Kv7.5 (KCNQS)® rectifiers 9 Nachweis in

(M-Strom) der Cochlea
" Nachweis im

kv7.1 (KCNQl)h'C} o
rectifier Myokard

Abb. 4.1: Auszug aus dem Dendrogramm der sechs Transmembrandoménen (6 TM) umfassenden Kaliumionenkanile

(modifiziert nach Hille, 2001; Robbins, 2001).

4.3 Weiterfiihrende Untersuchungen

Bei bestehenden Hinweisen fiir KCNABI als moglicherweise pathogenetisch bedeutsa-
mem Faktor aus den Assoziationsanalysen von 2007 konnte eine VergroBBerung des un-
tersuchten Kollektives an Indexpatienten auf deutlich hohere Werte als n=87 mit einer

Erhohung der statistischen Teststidrke zu exakteren und damit repriasentativeren Ergeb-

40




4. Diskussion

nissen fithren. In Anbetracht unserer Ergebisse erscheint dies jedoch unwahrscheinlich.
Es wire sinnvoll, die Untersuchung mit der Anwendung eines internationalen und dem
der EPIGEN Studie dhnelnden Kollektives zu modifizieren.

Die Genetik von KCNABI kann ferner auf die Suszeptibilitdt weiterer Partialepilepsien
wie etwa der Benignen Familicren Anfdlle (BFS) oder des recht hiaufigen Panayiotop-
oulos-Syndroms in entsprechend phénotypisierten Kollektiven untersucht werden. Bei
ersteren konnten bereits Defekte in KCNQ2 und KCNQ3 gefunden werden (Hahn et
Neubauer, 2009).

Bei weiterhin negativem Befund fiir KCNABI allerdings steht zur Untersuchung der
Pathogenese der Rolando Epilepsie die Uberpriifung zusitzlicher Gene an.

Schon seit ldngerem ist bekannt, dass die zentrotemporalen Spikes, der neurobiologi-
sche Marker der Rolando Epilepsie, bei Migrdnepatienten eine gegeniiber der Normal-
bevolkerung erhohte Pravalenz zeigen (Ziegler et Wong, 1967; Kinast et al., 1982). Die
Autoren mutmalten schon damals eine gemeinsame genetische oder auch vaskulédre
Pathogenese beider Erkrankungen (ebd.). Als 2007 gezeigt wurde, dass das Auftreten
dieses EEG-Musters einem autosomal-dominanten Erbgang folgt (Bali et al., 2007),
stellten Clarke, Pal und Mitarbeiter im Jahre 2009 die Hypothese der gemeinsamen ge-
netischen Risikofaktoren fiir Migrdne und Rolando Epilepsie auf (Clarke, Pal et al.,
2009). Sie untersuchten mittels einer Kohortenstudie die Pravalenz der Migridne bei 72
Rolando Patienten und deren 88 Zwillingen sowie bei 150 Nichtepileptikern mit 188
Zwillingsgeschwistern.

Bei einer etwa doppelt so hohen Privalenz der Migrine unter den Rolando Epilepsie
Probanden wie auch einer dreifach erhohten Privalenz unter deren Zwillingen gegen-
iiber den Nichtepileptikern gehen die Autoren von einer gemeinsamen Suszeptibilitit
der Erkrankungen aus, die nicht durch die Anfille selbst, sondern vielmehr durch eine
genetisch vermittelte ,,neuronale Hyperexzitabilitdt™ vermittelt wird (ebd.). Dass Muta-
tionen diverser lonenkanalgene auch an der Pathogenese der Migrine beteiligt sind,
konnte in der Vergangenheit gezeigt werden (Lafreniere, 2010 et 2011; Segall et al.,
2005; Van den Maagdenberg, 2010; Vanmolkot et al., 2006). Bei der zukiinftigen Un-
tersuchung der genetischen Suszeptibilitit der Rolando Epilepsie sollten demnach auch
die fiir Migrine disponierenden Genvarianten in Augenschein genommen werden. Bis-
her wurden hier das Natriumkanalgen SCN/A, das fiir einen Kalziumkanal codierende

CACNAIA, das Kaliumkanalgen KCNK 18, sowie die Natrium-Kalium-ATPase ATP1A42
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identifiziert. Fiir KCNQ2 fehlt der Nachweis bislang, es wird jedoch eine Teilhabe des
M-Typ-Kanals an der Pathogenese der Migridne angenommen, da eine pharmakothera-
peutische Inhibition von KCNQ?2 die Anzahl der im Rahmen der Migréne pathophysio-
logisch bedeutsamen kortikalen Streudepolarisation (CSD= cortical spread depression)

signifikant senkt (Lafreniere 2011, Wu et al., 2003).

Migriine BRE BRE- Nichtepilepsie-Prob.
SCNI4 v Probanden
CACNAIA 7 Probandenmit |n=11(15%) n=11(7%)
KCNO2 * KCNO2 Migrane
Zwillinge mit n=12 (14% n=8 (4%
KCNKI8 ? g (14%) (4%)
Migrane
ATPI1A42 7!

Tab. 4.2: links: lonenkanalgene mit nachgewiesener Rolle in der Pathogenese von Migriane und Rolando Epilepsie
(nach Lafreniere, 2010; Neubauer, 2008b, Segall et al., 2005; Vanmolkot et al., 2006); *) Vermutete Beteiligung an
der Pathogenese der Migrine; rechts: Ergebnisse Clarkes und Pals Studie aus dem Jahre 2009: Priavalenzen der
Migréne bei Rolando-Patienten und deren Zwillingen (nach Clarke et Pal, 2009). BRE= Benigne Rolando Epilep-

sie.

In Anbetracht der Funktion und des positiven Befundes fiir KCNQ-Kanile (s.0.) fiir die
Pathogenese der Rolando Epilepsie scheint eine Untersuchung des Kaliumkanalgens
KCNK18 sinnvoll.

KCNK 18 codiert fir TRESK (TWIK-Related-Spinal-Cord-K "-Channel), einen von Cal-
cineurin abhingigen Kaliumionenkanal. Den Kv7-Kanidlen (KCNQ) &dhnelnd spielen
TRESK-Kanéle keine unmittelbare Rolle im Progress des neuronalen Aktionspotentials,
sondern dienen vielmehr der Stabilisierung des Ruhemembranpotentials. TRESK-
Kandle generieren einen transmembrandsen auswértsgerichteten Hintergrund-Strom
positiver Valenzen, der dem Aktionspotential als Regulativ dient und fortwahrend die
zelluldre Erregbarkeitsschwelle anhebt (Enyedi et al., 2010; Rajan, 2005).

Wie auch fiir KCNQ2 angenommen (Wu et al., 2003) scheint KCNK 8 bei der Generie-
rung der im Rahmen der Migridne zentralen Streudepolarisation des Kortex eine Rolle
zu spielen (Lafreniere, 2010). Da eine pharmakotherapeutische Beeinflussung beider
Kaliumionenkanéle die Anzahl der Depolarisationen (CSD) senkt und die Erregbar-

keitsschwelle anhebt, (Lafreniere et al., 2010; Wu et al., 2003), liegt es nahe fiir
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KCNK18 eine sich KCNQ?2 &dhnelnde Funktion und Einflussnahme auf die neuronale
Hyperexzitabilitdt anzunehmen. Das Genprodukt von KCNK/8 ist in weiten Teilen des

humanen Gehirns nachweisbar (Lafreniere, 2010).

Der aktuelle Befund zeigt eine Koinzidenz von Rolando Epilepsie und familidrer Mig-
rdne bei Hinweisen fiir eine Beteiligung von KCNQ?2 an der Pathogenese beider Erkran-
kungen.

Bei scheinbar gesicherter Beteiligung von KCNK18 an der Atiologie der Migrine, steht
die Uberpriifung der Rolle von KCNK18 auch in der Pathogenese der Rolando Epilep-

sie jetzt aus.

4.4 Ausblick

Im Rahmen der Suszeptibilitatspriifung epileptischer Syndrome und Anfallsformen
konnte in der Vergangenheit die pathogenetische Beteiligung diverser lonenkanalgene
gezeigt werden. Die betroffenen Gene wurden strukturiert gelistet und gelten bei Nach-
weis einer entsprechenden Genmutation als sogenannte fiir epileptische Syndrome prai-
disponierende Kandidatengene (Ottman, 2010).

Die Vervollstandigung einer solchen Liste und damit die Erfassung weiterer Kandida-
tengene und zugeordneter Syndrome wie der hdufigen Rolando-Epilepsie stellt das un-
bedingte Ziel aktueller epilepsiegenetischer Anstrengungen dar, um in Zukunft im
Rahmen der epileptologischen Diagnostik genanalytische Methoden verfiigbar zu wis-
sen. Diese lielen einerseits eine solide Syndromzuordnung sowie eine verlédsslichere
Prognosestellung erwarten, andererseits darf unter Voraussetzung einer genauen Zuord-
nung der Erkrankung zum Gendefekt auf Fortschritte der pharmakotherapeutischen und
gentechnologischen Therapie ebensolcher Ionenkanalerkrankungen (Kanalopathien)
gehofft werden.

50 Millionen an Epilepsie erkrankte Menschen weltweit sollen unser immerwihrender

Antrieb sein.
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5. Zusammenfassung

Epilepsien gehdren zu den hiufigsten neurologischen Erkrankungen. Atiologisch
unterscheidet man symptomatische Epilepsien, bei denen das Anfallsgeschehen
Ausdruck einer Lidsion oder Vorerkrankung des Zentralnervensystems ist, von den
idiopathischen (genetischen) Epilepsien, denen eine polygene genetische Disposition
zugrunde liegt. In exemplarischen Grof3familien konnten vielfach Defekte in
Ionenkanalgenen gefunden werden. Die klinische Charakteristik epileptischer Anfille
und der elektroenzephalographische Befund erlauben in den meisten Féllen die sichere
Zuordnung der Erkrankung zu einem bestimmten Epilepsiesyndrom.

Mit einem Anteil von ca. 15% macht die idiopathische Rolando-Epilepsie einen
GroBteil der Epilepsiesyndrome des Kindesalters aus. Charakteristisch sind fokale,
periorale myoklonische, klonische und tonische Anfille, die begleitet von Speichelfluss
nachts aus dem Schlaf heraus auftreten und in der Hilfte der Fille sekundir
generalisieren. Ein Grof3teil der Betroffenen ist mit Beginn der Pubertit anfallsfrei.
Untersuchungen identifizierten bei Familien mit Rolando-Epilepsie verschiedene
Genmutationen in den Kaliumkanalgenen KCNQ2 und KCNQ3, sodass ein &dtiologischer
Zusammenhang denkbar ist.

Im Jahre 2007 fiihrte die EPIGEN die bislang groBte Untersuchung zur genetischen
Suszeptibilitédt epileptischer Syndrome und Anfallsformen durch. In der multizentrisch
angelegten Studie wurden mittels Assoziationsanalysen in fiinf Genen Polymorphismen
(SNPs) gefunden, die mit dem Auftreten diverser idiopathischer Epilepsien assoziiert
waren. Zwei der Polymorphismen befanden sich in dem fir die
Kaliumkanaluntereinheit Kvp1 kodierenden Gen KCNABI (KCNAIB) und zeigten eine
starke Assoziation vor allem zu Partialepilepsien.

In der vorliegenden Arbeit wurden sdmtliche Exone von KCNABI in einem 87
Patienten umfassenden Kollektiv von Indexpatienten aus Familien mit Rolando-
Epilepsie sequenziert und auf Mutationen untersucht. Es wurde die Nullhypothese (Hy)
aufgestellt, dass sich das untersuchte Kollektiv hinsichtlich der Genetik von KCNABI
nicht vom Vergleichskollektiv der Normalbevolkerung unterscheidet und keine fiir die
Rolando-Epilepsie pradisponierenden genetischen Variationen zu finden sind.

Im untersuchten Studienkollektiv wurden lediglich zwei bekannte Polymorphismen

gefunden. Der Exon 3 flankierende intronische Polymorphismus (RS 1551066) zeigt
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keine Auswirkungen auf den Spleilvorgang. Die in Exon 16 gefundene Variation (RS
2280031) fiihrt nicht zum Austausch der kodierten Aminosdure. Sowohl die gefundene
Heterozygotenfrequenz als auch die Homozygotenfrequenz im Bezug auf beide
gefundenen Polymorphismen befinden sich im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Die im
untersuchten Kollektiv gefundenen Frequenzen beider Polymorphismen unterscheiden
sich nicht von den bereits publizierten Haufigkeiten bei Kontrollpersonen. Folglich
padisponieren die beiden Polymorphismen nicht fiir die Rolando-Epilepsie. Weitere
Mutationen konnten nicht identifiziert werden. Im untersuchten Kollektiv scheint
KCNABI daher nicht an der Pathogenese der Rolando Epilepsie beteiligt zu sein. Zur
Exploration der Genetik der Rolando-Epilepsie sind weitere Untersuchungen an anderen
Kandidatengenen nétig.

Bei seit wenigen Jahren vermuteter gemeinsamer Suszeptibilitdt von Rolando Epilepsie
und Migrine im Sinne einer genetisch vermittelten neuronalen Hyperexzitabilitét sollte
den fiir Migrdne pradisponierenden Genvarianten Achtung geschenkt werden. Neben
SCNIA, CACNIAIA und ATP1A2 scheint hier vor allem KCNKI8 bedeutsam zu sein,
da das entsprechende Genprodukt TRESK eine den epileptogenetisch bedeutsamen
KCNQ-Kanidlen &hnelnde Funktion der kaliumvermittelten Stabilisierung des
Membranpotentials ausiibt. Eine Untersuchung der Genetik von KCNK/8 im Hinblick

auf die Genese der Rolando Epilepsie konnte ein nidchster Schritt sein.
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5. Summary

Epilepsy is one of the most frequent neurological diseases. From an etiological point of
view there are symptomatic and idiopathic epilepsies. While symptomatic epilepsies are
caused by a lesion or a pre-existing condition of the central nervous system, idiopathic
epilepsies are genetic in nature with an underlying polygenetic predisposition. In
exemplary families with idiopathic epilepsy different defects in ion channel genes were
demonstrated. In most cases the clinical characteristics of epileptical seizures and the
electroencephalographic findings allow a definite allocation of the ailment to a certain
epileptic syndrome.

Idiopathic rolandic epilepsy accounts for 15% - and thus for the majority - of childhood
epilepsy syndromes. This epilepsy is characterized by perioral, myoclonic or tonic focal
mostly nocturnal seizures accompanied by salivary flow with a tendency to generalize
in approximately half of the cases. Most affected patients present without any seizures
at the outset of puberty.

Concerning families with rolandic epilepsy research results show different gene
mutations of the potassium-channel genes KCNQ2 and KCNQ3 in some families,
whereas for most pedigrees the etiology remains unknown.

In 2007 the EPIGEN consortium carried out the so far largest investigation of genetic
susceptibility concerning epileptic syndromes and their forms of occurrence. By the
usage of association analyses this multicentric survey identified polymorphisms (SNPs)
in five genes, which were associated with the incidence of different idiopathic
epilepsies. Two of the polymorphisms were located in the KCNABI (KCNAIB) gene
coding for the potassium-channel subunit KvB1 and show a strong association
particularly with partial epilepsies.

In this study all exons of KCNABI were sequenced within a group totaling 87 patients
from families with rolandic epilepsy and then analyzed for genetic mutations. The null
hypothesis states that concerning the KCNABI genetics the analyzed collective does not
show any variation in relation to the comparative collective of the average population.
Consequently it does not identify any genetic variations predisposing the rolandic
epilepsy.

The research collective showed merely two known polymorphisms. The RS 1551066

intronic polymorphism, which flanks exon 3, does not appear to have any impact on the
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splicing. The RS 2280031 variation found in exon 16 does not result in an exchange of
coded amino acids. Both the heterozygous frequency and the homozygous frequency
referring to the found polymorphisms are in agreement with the Hardy-Weinberg-
Equilibrium. The frequencies of either polymorphism taken from the analyzed
collective do not differ from control peer data published earlier. It is safe to state that
said polymorphisms are irrelevant in regards to the rolandic epilepsy predisposition.
The study does not reveal any other mutation. Within the analyzed collective KCNABI
does not appear to play a role in the pathogenesis of rolandic epilepsy. A further
exploration of the rolandic epilepsy genetics would necessitate more research work
regarding further candidate genes.

A common susceptibility of rolandic epilepsy and migraine is suspected since the past
few years. In terms of genetically mediated neuronal hyperexcitability in both cases,
migraine gene variants should be given predisposing respect. Besides SCNIA,
CACNIAIA and ATPIA2 it appears that above all KCNKI8 is of considerable
importance. Its corresponding gene product TRESK exercises a function of potassium-
mediated stabilization of the membrane potential similar to the epileptogenetic

significant KCNQ channels. This field has not been analyzed yet, however.
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9. Anhang

Tab. 9.1: Klassifikation von epileptischen Anfillen (nach Berg et al., 2010)

1. Generalisierte Anfille
1.1 tonisch-klonisch (in jeder Kombination)
1.2 Absence
1.2.1 typisch
1.2.2 atypisch
1.2.3 mit speziellen Merkmalen
1.2.3.1 myoklonische Absence
1.2.3.2 Lidmyoklonien mit Absence
1.3 myoklonisch
1.3.1 myoklonisch
1.3.2 myoklonisch-atonisch
1.3.3 myoklonisch-tonisch
1.4 klonisch
1.5 tonisch
1.6 atonisch
2. Fokale Anfille
3. Unbekannt
4. Epileptische Spasmen

Tab. 9.2: Merkmale fokaler Anfille in Abhidngigkeit von der Beeintridchtigung (nach Berg et al., 2010)

A) ohne Einschriankung des Bewusstseins oder der Aufmerksamkeit
— mit beobachtbaren motorischen oder autonomen Komponenten.
— mit nur subjektiven sensiblen / sensorischen oder psychischen Phanomenen.

B) mit Einschrankung des Bewusstseins oder der Aufmerksamkeit.
C) mit Entwicklung zu einem bilateralen, konvulsiven Anfall (mit tonischen,
klonischen oder tonischen und klonischen Komponenten. Dieser Ausdruck

ersetzt den Begriff ,,sekundir generalisierter Anfall®).



Tab. 9.3: Klassifikation elektroklinischer Syndrome und Epilepsien nach dem Manifestationsalter (nach Berg et
al., 2010)

Neugeborenenzeit

Benigne Familidre Neonatale Epilepsie (BFNE)
Frihe Myoklonische Enzephalopathie (FME)
Ohtahara-Syndrom (OS)

Sauglings- und Kleinkindalter

Epilepsie der frithen Kindheit mit migratorischen fokalen Anfillen
West-Syndrom (WS)

Myoklonische Epilepsie der frithen Kindheit (MEI)

Benigne frithkindliche Epilepsie (BFE)

Benigne Familidre Frithkindliche Epilepsie (BFFE)
Dravet-Syndrom (DS)

Myoklonische Enzephalopathie bei nicht-progredienten Storungen

Kindheit

Fiebergebundene Anfille plus (FA+)

Panayiotopoulos-Syndrom

Epilepsie mit myoklonisch-atonischen Anféllen

Benigne Epilepsie mit zentrotemporalen Spikes (Rolando-Epilepsie)
Autosomal-Dominante Néchtliche Frontallappenepilepsie (ADNFLE)
Spét beginnende kindliche Okzipitallappenepilepsie (Gastaut-Typ)
Epilepsie mit myoklonischen Absencen

Lennox-Gastaut-Syndrom (LGS)

Epileptische Enzephalopathie mit kontinuierlichen Spike-und-Wave-Entladungen im
Schlaf (CSWS)

Landau-Kleffner-Syndrom (LKS)

Kindliche Absencenepilepsie (KAE)



Tab. 9.3 (Fortsetzung): Klassifikation elektroklinischer Syndrome und Epilepsien (nach Berg et al., 2010)

Adoleszenz — Erwachsenenalter

Juvenile Absencenepilepsie (JAE)

Juvenile Myoklonische Epilepsie (JME)

Epilepsie mit nur generalisierten tonisch-klonischen Anfillen

Progressive Myoklonusepilepsien (PME)

Autosomal-Dominante Fokale Epilepsie mit Akustischen Merkmalen (ADFEAM)

Andere familidre Temporallappenepilepsien

Weniger spezifische Altersbeziehung
Familidre fokale Epilepsie mit variablen Herden (Kindheit bis Erwachsenenalter)

Reflexepilepsien

Zustinde mit epileptischen Anfillen, die traditionell nicht als eine Epilepsieform
per se betrachtet werden

Benigne neonatale Anfille (BNA)

Fiebergebundene Anfille (FA, ,,Fieberkrampfe*)

Unverwechselbare Konstellationen

Mesiale Temporallappenepilepsie mit Hippokampussklerose (MTLE mit HS)
Rasmussen-Syndrom

Gelastische Anfille bei hypothalamischen Hamartomen
Hemikonvulsions-Hemiplegie-Epilepsie (-Syndrom)

Epilepsien aufgrund von und eingeteilt nach strukturell-metabolischen Ursachen
Malformationen der kortik. Entwicklung

Neurokutane Syndrome, Tumoren, Angiome, Infektionen, Traumen, Insulte

Epilepsien unbekannter Ursache



9. Anhang

Tab. 9.4: Glossar einer deskriptiven Terminologie fiir die iktale Seminologie (gekiirzt und modifiziert nach Blume

et al., 2001)

Allgemeine Begriffe

Semiologie: Zweig der Linguistik, der sich mit Befunden und Symptomen beschéftigt.

Epileptischer Anfall: Manifestation(en) epileptischer tiblicherweise spontan aufhorender

Aktivitiat von Nervenzellen des Gehirns.

Iktus: Ein plotzliches neurologisches Ereignis, wie ein Schlaganfall oder ein epileptischer

Anfall.

Epilepsie: a) Epileptische Storung: Ein chronischer neurologischer Zustand, der durch
rezidivierendeepileptische Anfille gekennzeichnet ist; b) Epilepsien: Diejenigen Zustinde mit
chronisch rezidivierenden epileptischen Anfillen, die als epileptische Stérungen betrachtet

werden konnen.

Fokal: Ein Anfall, dessen initiale Semiologie auf eine initiale Aktivierung nur eines Teils einer

GroBhirnhemisphire hindeutet oder damit vereinbar ist.

Generalisiert: Ein Anfall, dessen initiale Semiologie auf eine mehr als minimale Beteiligung

beider GroBhirnhemisphiren hindeutet oder damit vereinbar ist.

Konvulsion: Vorwiegend ein Laienausdruck. Episoden exzessiver, abnormer und meist

bilateraler Muskelkontraktionen, die anhaltend oder unterbrochen sein kénnen.

Die Motorik beschreibende Begriffe

Motorisch: Betrifft die Muskulatur. Das motorische Ereignis kann auf einer Zunahme (positiv)

oder Abnahme (negativ) der Muskelkontraktion beruhen, die eine Bewegung zur Folge hat.

Elementar-motorisch: FEine einzelne Form der Kontraktion eines Muskels oder einer

Muskelgruppe, die iiblicherweise gleichbleibend und nicht in verschiedene Phasen zerlegbar ist.
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Tonisch: Eine fiir einige Sekunden bis Minuten anhaltende Zunahme einer Muskelkontraktion.

Epileptischer Spasmus: Eine pl6tzliche Flexion, Extension oder gemischte Extension-Flexion
vorwiegend proximaler und Rumpfmuskeln, die im Vergleich zu einer Myoklonie meist ldnger
anhilt, aber nicht so lange dauert wie ein tonischer Anfall (d. h. etwa 1 s). Umschriebene Formen
wie Grimassieren oder Kopfnicken konnen vorkommen. Epileptische Spasmen treten hiufig in

Clustern auf.

Postural: Einnahme einer Haltung, die bilateral-symmetrisch oder asymmetrisch sein kann (wie

z.B. eine Fechterstellung).

Versiv: Eine langandauernde, forcierte konjugierte Drehbewegung der Augen, des Kopfes

und/oder Rumpfes nach einer Seite oder seitliche Abweichung aus der Mittellinie.

Dyston: Lang anhaltende Kontraktionen sowohl agonistischer als auch antagonistischer
Muskeln, was athetoide oder schraubende Bewegungen zur Folge haben und die bei ldngerer

Dauer auch zu abnormen Haltungen fiihren kann.

Myoklonus: Plétzliche, kurze (< 100 ms) unwillkiirliche einzelne oder multiple Kontraktion(en)

von Muskeln oder Muskelgruppen variabler Topographie (axial, proximale Extremititen, distal).

Negativ myoklonisch: Unterbrechung tonischer Muskelaktivitit fiir < 500ms ohne Anhalt fiir

vorausgegangene Myoklonien.

Klonus: RegelméBiger, repetitiver und prolongierter Myoklonus gleich bleibender

Muskelgruppen mit einer Frequenz von etwa 2-3 c/s. Synonym: Rhythmischer Myoklonus.

Jackson-Marsch: Traditionelle Bezeichnung fiir die einseitige Ausbreitung klonischer

Bewegungen auf benachbarte Korperabschnitte.

Tonisch-klonisch: Eine aus einer tonischen und nachfolgenden klonischen Phase bestehende

Abfolge.

Generalisierter tonisch-klonischer Anfall (frither: Grand-mal-Anfall): Bilateral-
symmetrische tonische Kontraktion mit nachfolgenden bilateral-klonischen Kontraktionen der

Willkiirmuskulatur, die tiblicherweise von autonomen Phanomenen begleitet werden.
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Atonisch: Pl6tzlicher Verlust oder plotzliche Abnahme des Muskeltonus ohne offensichtlich
vorangehendes myoklonisches oder tonisches Ereignis, der 1-2 s oder auch linger dauert und

Kopf-, Rumpf-, Kiefer- oder Extremitdtenmuskulatur beteiligt.

Astatisch: Verlust der aufrechten Haltung aufgrund eines atonischen, myoklonischen oder

tonischen Mechanismus.

Synchron (asynchron): In bestimmten Korperabschnitten (nicht) gleichzeitig oder mit derselben

Haufigkeit auftretende motorische Ereignisse.

Automatismus: Eine mehr oder weniger koordinierte, repetitive motorische Aktivitét, die meist
bei gestortem Bewusstsein auftritt und fiir die Betroffene hinterher eine Amnesie haben. Gleicht
oft einer Willkiirbewegung und kann aus der unangemessenen Fortsetzung einer préiktalen
motorischen Aktivitdt bestehen.

Die Nichtmotorik beschreibende Begriffe

Aura: Ein subjektives iktales Phdnomen, das einem beobachtbaren Anfall bei einem Patienten

vorausgehen kann; bei isoliertem Auftreten handelt es sich um einen sensorischen Anfall.
Elementar: Ein einzelnes, nicht ausgeformtes Phidnomen, das nur eine primére sensorische
Modalitdt betrifft, z. B. somatosensorisch, visuell, auditorisch, olfaktorisch, gustatorisch,

epigastrisch oder zephal.

Somatosensorisch:  Beinhaltet Kribbeln, Taubheit, Elektrisierungsgefiihl, Schmerz,

Bewegungsempfinden, Bewegungsdrang.

Visuell: Blitzende oder flackernde Lampen, Flecken, einfache Muster, Skotome oder Amaurose.

Auditorisch: Brummende, klopfende Gerdusche oder einzelne Tone.

Olfaktorisch: Geruch, meist unangenehm.

Gustatorisch: Geschmacksempfindungen einschlieBlich sauer, bitter, salzig, sti} oder metallisch.
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Epigastrisch: Unangenehmes Gefiilhl im Bauch einschlieflich Ubelkeit, Leeregefiihl,
Anspannungsgefiithl, Schwirren, flaues Gefiithl, Unbehagen, Schmerz und Hunger; die

Empfindung kann zur Brust oder zum Schlund hin aufsteigen.

Zephal: Empfindung im Kopf wie Leeregefiihl, Kribbeln oder Kopfschmerz.

Autonom: Eine mit einer Beteiligung des autonomen Nervensystems vereinbare Empfindung
einschlieBlich kardiovaskuldrer, gastrointestinaler, sudomotorischer, vasomotorischer und

thermoregulatorischer Funktionen.

Affektiv: Komponenten schlieBen Angst, Depression, Freude und (selten)Wut ein.

Das Gediichtnis betreffend: Komponenten, die iktale Gedéchtnisstorungen darstellen, wie z. B.

Gefiihle der Vertrautheit (deja-vu) oder fehlender Vertrautheit (jamais-vu).

Halluzinatorisch: Eine Neuschopfung zusammengesetzter =~ Wahrnehmungen  ohne
dazugehorenden #ufleren Reiz einschlieSlich visueller, auditorischer, somatosensorischer,

olfaktorischer oder gustatorischer Phdnomene.

Ilusionér: Eine Verdnderung real existierender Wahrnehmungen.

Dyskognitiv: Der Begriff beschreibt Ereignisse, bei denen kognitive Storungen im Vordergrund

stehen oder am auffilligsten sind.

Autonome Ereignisse Beschreibende Begriffe

Autonome Aura: Fine auf einer Beteiligung des autonomen Nervensystems beruhende
Empfindung einschlieBlich kardiovaskulérer, gastrointestinaler, sudomotorischer,

vasomotorischer und thermoregulatorischer Funktionen.

Autonomer Anfall: Eine objektiv dokumentierte und eindeutige Anderung der Titigkeit des
autonomen Nervensystems einschlieBlich kardiovaskulérer, pupilldrer, gastrointestinaler,

sudomotorischer, vasomotorischer und thermoregulatorischer Funktionen.

66



9. Anhang

10 20 30 40 S0 60 70 80 9 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190

1 1 L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L 1 1 1 1 1

<
<

' e INI Wi § |}

o S - L] -
R | e Wt
89 10 11 121314 151617

S
>

W et
B ot
e e

|
|
1

GCAGGATAAGGTTAAGAGAGGTGGAGTGGGC...GAGGGAGGGAGGCAGAAGCAGAAAAA...
—— L rovadwmes
AAGTTAAGGAGACAGTCT GGGTTTTCTGTAGCAGGGAAAGACAAATCTCCCAAGAAAGCCTC
Reverse-Primer A
AGAAAACGCT AAAGACAGCAGCCTTAGTCCCTCAGGGGAAAGCCAGCTCAGGGCGCGTCA...

. ReversePrimer8
CAGGTACECTGCTC...GCTTTGGGAGACGCCGTTCGAAGGTGCTCTGGAGAATGCTTTGATTTC

CCCAAGGTATTCACAGCAAGATACAGTGAGTCTTAAAGTTAAGCACCGTGCAATTAGCTTTGCT
) Forward-Primer

TCCTTGGéTTTTTGAAACATGCATCT GTATAAACCTGCCTGTGCAGACATCCCGAGCCCCAAGC

GGGTCT GC .CATGGCATACAGGTACTGC...CAAAGGTTGTTATTAAAGAAATAAGGACTGAAAT

Reverse-Primer
AGCAAGACAAACCCTGTAAGAAAAAGAAGGAAAAATG CAGTGAGCCCTCTTCTTGGGTTGCA

CGTGACTGCCTGTGTTCTGGGGTTCTGAGAGGGACCGTGCGCTGCCTGGGGAAGCAATGCAA
Forward-Primer

GTCTCCATAGCCTGCACAGAGCACAATTTGAAGAGTCGGAATGGTGAGGACCG...GCCTGGG

GACGTTCACGCCTCAGCATCACATTTCTCTCAAAGAGTCCACCGCAAAGCAGACTGGCATGAA

RS 1551066 Reverse-Primer
ATATAGGTATGC ‘ TAAGATTCCCTCTGTGCGGGGTATCCAGGTTCTATACAGGTGCAG

Abb. 9.1: Primerannealing an den Exonen 1 bis 3. Schwarz gedruckt sind die Sequenzen der Exone.
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CCACTTATGCATGTACAGTTCCACCTGAGGAAATGATGACCAAGTGTTGCTTTGTTTTTATTATA
Forward-Primer

GGAATCTTGGAAAATCAGGACTCAGAGTTTCTTGCTTGGGTCTTGGTAAGTACTGAGGGTGTG

: P i Reverse-Primer
ACCTGGGGGTGGGCT! GGAAGGTGGGAGACT GGGGAGGGCACCAGGGAGTGACTGTGGTCTA

e —

i

CCCAAAGTAAGAATTTCCCTTATTACGCACAATATTAGAAAAATGATGATGAATAATATGCAAAT
Forward-Primer

ATTTATTATTTCTAGGAACATGGGTGACATTTGGAGGTCAAATTTCAGATGAGG TAAG

§+ 3 Reverse-Primer
GTTACCTTTGGCCTCTATTATGCTAATGAAAGAAAATGCAGAGAGAGCTGTATTGCAGGAGTCC

{

GTTGCTTCCAGGTTTGGAAAGCATTTGGCTTTTCTGAGTGACCTTTCTCTCCCCTTGCAGGTTG
Forward-Primer

CTGAACGGCTGATGACCATCGCCTATGAAAGTGGTGTTAACCTCTTTGATACTGCCGAAGTCTA
: Reverse-Primer
TGCTGCTGGAAAGTAAGTCAGTACCTGTTT...CACCAAAAGAATCAGCCCAGACCATTTCCAGC

I
ACATCCTCCTTGCAGGGAAACAGGAGCTCTCACTGTTGAACTGCCTGTC
Forward-Primer
CTACACTAGCATTACAGAAAGATTA... GACAGGAAGGGCTGCAGAGAGTCC

Reverse-Primer
TCGCTTCTTTTGTGAAAGGAGTCACATCCAACTGCAACCTTCCTTTGAACC

Abb. 9.2: Primerannealing an den Exonen 4-7. Schwarz gedruckt sind die Sequenzen der Exone.
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GGTTCTTGTGTTCTGGATTGACTCTTGCTTTTCCAGGACACTGCATTCTAAGACATTATCTGTTT
Forward-Primer

CCCTTCCAGGGCTGAAGTGATTCTGGGGAGCATCATCAAGAAGAAAGGCTGGAGGTATTG..

Reverse-Primer

..GGAG CTTCAAAAATTACTGACTAGTCATTGATCACAATGAATTACCAAAGAGTTGAGCAGAG

GACTCGGTACAATAACCTGCATTTATTTACTACTTCTCTGTGTTTGTCTTTTTGATATACAGGAGG
Forward-Primer

TCCAGTCT GGTCATAACAACCAAACT CTACTGGGGTGGAAAGTAAGTTATTTTCCTACTAAACA

Reverse-Primer
GAAAACAA... GTTATTTTACATATAACGTACCAAAATTAATTGGCTTAGAGAGAGGGTTT

| |

GGTGTAGAATTTGATAAGAACAGGGTGCAAAATTAGCAATTCAGACCAGAGATTTAGAGA
Forward-Primer

- GAGCTGAAACAGAAAGAGGGCTGTCAAGAAAGCATATTATTGAAGG TGGGTACTT

Reverse-Primer
CTGCTTCAATTTTATTTTTGGTTGTGGGGCCCCTCATTCAAGAAAGGTATCAACCAAACA

',

GAAACCAAACTTCAACTCTGAATAGTGCTCATATTTAGATTTTGGGGTTTGTTTCCTGCTTCTGT
Forward-Primer

CCCAGGATTGAAGGGCTCCCTCCAGAGGCTGCAGCTCGAGTATGTGGATGTGGTCTTTGCAA

Reverse-Primer
ATCGACCGGACAGTAACACTCCCATGGAAG... AATCTTGATTCAGTTTGAGGGCTTATTCTGCTC

Abb. 9.3: Primerannealing an den Exonen 8 bis 11. Schwarz gedruckt sind die Sequenzen der Exone

69



9. Anhang

80 90 100 110 120 130 140 150 160

1 1 L 1 1 1 1 L 1

170

180

190

1

A1

1 S
>

KCNABL e _

11 L1
i 150

121314 151617

GCCTTCAAACCATCAATATTTCCTGTCAGACTATAATGTTGTCAC.. TCTGTTTGACCTTCCACAG
Forward-Primer

AAATTGTCCGAGCCATGACACATGTGATAAACCAAGGCATGGCGATGTACTG GGGCACCT CGA

| 1 o B |
| 12 37 A |
5

6789 10 11

o ——
N
L

B

GATGGAGTGCTATGGAGATCATGG TAATTTAACTTCTATTTT |AAATGGCTATTGAGTACCTTATT

Reverse-Primer
...CATGCATAAATTGCAAGATCTTTTGCAAACTTTTCTCACAATCACTATGGCACTGGAATTCTAG

1l
CTCATGCATACAAATTACAGCGAAGCCTTATTTCTCATCAGTATAAATTTGGTTGTAATCTCATTC
Forward-Primer

CTCCCTAGAAGCCTATTCTGTAGCAAGACAGTTCAATATGATCCCACCGGTCTGT GAACAAGCT

GAGTACCATCTTTTCCAGAGAGAGAAAGTGGAGGTCCAGCTGCCAGAGCTCTACCACAAAAT

Reverse-Primer
AGGTAATCTTAAAATAAAAGCT...CCCTAATTAACATAGACATTGTAAGAACCATGCATTCCAGAG

GAACTGACAGTCCATGTTTAATTGGCTGATTAAAGAATGAAACACAATTTGTAAGCTCCTAAAT
Forward-Primer

LAGCAATTTCTAAGTTTTTTICTTCTGTAGGTGTTGGCGCAATGACATGGTCTCCACTTGCCTGT

GGAATCATCTCAGGAAAATACGGAAACGGGGTGCCTGAAAGTTCCAGGGCTTCACTGAAGG

Reverse-Primer
TATTTTTCTCAATGTCTAGAAAAAAGCCTGGGAGTAGGAAGGAGGGAAGAAGGTTGG

Abb. 9.4: Primerannealing an den Exonen 12 bis 14. Schwarz gedruckt sind die Sequenzen der Exone.

70



9. Anhang

60 70 80 9 100 110 120 130 140 150 160 170

1 1 1 L 1

180 190
1 3 1

>
>

KCNABT e _
Ll | | 1 Ll i
(| | S rrrr i | B! &30
12 3 45 6789 10 11

121314 151617

L1
CCCTGTCAGTGTGAAACATAAGGGTCAAAAAATTCAGAAAATCATTATGAGGTTCACATATTT..
Forward-Primer

TGCTACCAGTGGTTGAAAGAAAGAATTGTAAGTGAAGAAGGGAGAAAACAGCAAAACAAGC

TAAAAGACCTTTCCCCAATTGCGGAGCGTCTGGGATGCACACTACCTCAGCTAGCTGTTGGTA .

Reverse-Primer
.. TGGGGTGGTAGAGGGACTTCTGCTGAGATCATAGTTTTCTATTGCTGACCACACCCTTACCAT

i
GCGCCTCTATGCATTTGCATTTCCCCTCCCAGCTGGGCT TTGACAGATTCTGTCAAATCTTCTAC'

Forward-Primer

ACAACAGGGGGTGCTGCTCAGGTT...CTGTAGCAGGTGTTTATAAGCTAATCAACGATTGGAA

RS 2280031 3
GTGCTTTGATAAACTGACCCGTGTCCTCTCCTCCCAGCGTGGTGCCTGAGAAAT>CEAAGGTG

TGAGTTCTGTGCTCCTGGGATCATCCACTCCTGAACAACTCATTGAAAACCTTGGTGCCATTC

Reverse-Primer
AGGCAAGTACTGCAGCCCCTTCCAACATCAGGGAATTTAATGGTGCCTTTGAGGCTATCTCCAG

|
GGGCTTAGATTTCAGCTGTGGTTTATGAAGATATATGATTCTAGATTACTTTGCTAAATATAGA...
Forward-Primer

GTTCTCCCAAAGATGACATCACATGTGGTAAATGAGATTGATAACATACTGCGCAACAAGCCCT

ACAGCAAGAAGGACTATAGATCATAAGGCAATGCATGAACCACAGAAGCTGCATGGTTAAAA

Reverse-Primer
TAGCGGCCTGTGCCCAGTACAGAAAGGTGTACTAA...GCAGCTTGCTGCTCAACCTCTAGTGTC

Abb. 9.5: Primerannealing an den Exonen 15-17. Schwarz gedruckt sind die Sequenzen der Exone.
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Tab. 9.5: Verzeichnis der Sequenzen aller zur Amplifikation von KCNABI verwendeten Primer

Exon Sequenz des Forward-Primers Sequenz des Reverse-Primers
Exonla GCAGGATAAGGTTAAGAGAGGTGGAG GGACTAAGGCTGCTGTCTTTAGCG
Exonlb | CAGGGAAAGACAAATCTCCCAAGAAAGC GAAATCAAAGCATTCTCCAGAGCACCTTC

Exon2 CCCAAGGTATTCACAGCAAGATACAGTG TGCAACCCAAGAAGAGGGCTCAC
Exon3 CGTGACTGCCTGTGTTCTGGG CTGCACCTGTATAGAACCTGGAT
Exon4 CCACTTATGCATGTACAGTTCCACCTGAG TAGACCACAGTCACTCCCTGGTGCC
Exon5 CCCAAAGTAAGAATTTCCCTTATTACGCAC GGACTCCTGCAATACAGCTCTCTC
Exon6 GTTGCTTCCAGGTTTGGAAAGCATTTGG GCTGGAAATGGTCTGGGCTGATTC
Exon7 ACATCCTCCTTGCAGGGAAACAG GGTTCAAAGGAAGGTTGCAGTTG
Exon8 GGTTCTTGTGTTCTGGATTGACTCTTGC CTCTGCTCAACTCTTTGGTAATTCATTGTG
Exon9 GACTCGGTACAATAACCTGCATT AAACCCTCTCTCTAAGCCAATTA
Exonl0 | GGTGTAGAATTTGATAAGAACAGGGTGCAA | TGTTTGGTTGATACCTTTCTTGAATGAGGG
Exonll | GAAACCAAACTTCAACTCTGAATAGTGCTC | GAGCAGAATAAGCCCTCAAACTGAATCAAG
Exon12 GCCTTCAAACCATCAATATTTCCTGTCAGA CTAGAATTCCAGTGCCATAGTGATTGTGAG
Exon13 | CTCATGCATACAAATTACAGCGAAGCCTTA CTCTGGAATGCATGGTTCTTACAATGTCTA
Exonl4 | GAACTGACAGTCCATGTTTAATTGGCTGAT CCAACCTTCTTCCCTCCTTCCTAC
Exon15 CCCTGTCAGTGTGAAACATAAGGGTC CATGGTAAGGGTGTGGTCAGCAATAG
Exon16 GCGCCTCTATGCATTTGCATTTCCC CTGGAGATAGCCTCAAAGGCACC
Exonl7 | GGGCTTAGATTTCAGCTGTGGTTTATGAAG GACACTAGAGGTTGAGCAGCAAGC
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Tab. 9.6: Ungekiirzte PCR-Produktsequenzen der Primerpaare 1 bis 7

PCR-Produkt
der Primer
1aF und
1aR, sowie
der Primer
1bF und
1bRR

PCR-Produkt
der Primer
2F und 2R

PCR-Produkt
der Primer
3Fund 3R

PCR-Produkt
der Primer
4F und 4R

PCR-Produkt
der Primer
5F und 5R

PCR-Produkt
der Primer
6F und 6R

PCR-Produkt
der Primer
7Fund 7R

TGGGCAGGGACGAGGGAGGGAGGCAGAAG
CAGAAAAATCAATTCAGATTACTTTGATGACAGTGACTTCCAGTCTTCTCTGAAAGATC
TCCACGATGCTGGCAGCCCGGACAGGGGCAGCGGGGAGTCAGATCTCAGAGGAGAA
CACCAAGTTAAGGAGACAGTCTGGGTTTTCTGTAG

CTCAGAAAA CTCAGGGGAAAGCCAGCTC
AGGGCGCGTCAACTGGCTCTGCTGCGCGAAGTGGAGATGAACTGGTACCTAAAGCTC
TGCGACCTGTCCAGCGAGCACACCACCGTCTGCACCACAGGCATGCCGCACAGGTAAG
CTGCCCCTGCTCTGCGCGGGCTTTGGGAGACGCCGTTC

AGTCTTAAAGTTAAGCACCGTGCAATTAGC
TTTGCTTCCTTGGGTTTTTGAAACATGCATCTGTATAAACCTGCCTGTGCAGACATCCC
GAGCCCCAAGCTGGGTCTGCCAAAATCCAGTGAATCGGCTCTAAAATGTAGATGGCAC
CTAGCAGTGACCAAGACTCAGCCTCAGGCGGCCTGCAAACCTGTGAGGCCCAGTGGA
GCAGCCGAACAGAAATATGTGGAAAAGTTTCTACGTGTTCATGGAATTTCGTTGCAGG
AAACCACCAGAGCAGAGACGGGCATGGCATACAGGTACTGCTGATTGCAAAGTCATC
CAACCAGGGCACTGCACTGATGTCAAAGGTTGTTATTAAAGAAATAAGGACTGAAATA
GCAAGACAAAACCCTGTAAGAAAAAGAAGGAAAAATGCA

GTTCTGAGAGGGACCGTGCGCTGCCTGGGGAAGCAA
TGCAAGTCTCCATAGCCTGCACAGAGCACAATTTGAAGAGTCGGAATGGTGAGGACC
GACTTCTGAGCAAGCAGAGCTCCACCGCCCCCAATGTGGTGAACGCAGCCCGGGCCA
AATTCCGCACGGTCGCTATCATCGCGCGCAGCCTGGGGACGTTCACGCCTCAGCATCA
CATTTCTCTCAAAGAGTCCACCGCAAAGCAGACTGGCATGAAATATAGGTATGCAC/T
GTAAGATTCCCTCTGTGCGGGGT

GAAATGATGACCAAGTGTTGCTTTGTTTTT
ATTATAGGAATCTTGGAAAATCAGGACTCAGAGTTTCTTGCTTGGGTCTTGGTAAGTA
CTGAGGGTGTGACCTGGGGGTGGGCTGGAAGGTGGGAGACTGGGGAG

AATATTAGAAAAATGATGATGAATAATAT
GCAAATATTTATTATTTTCTAGGAACATGGGTGACATTTGGAGGTCAAATTTCAGATGA
GGTAAGTTACCTTTGGCCTCTATTATGCTAATGAAAGAAAATGCA

CTTTTCTGAGTGACCTTTCTCTCCCCTTGCAG
GTTGCTGAACGGCTGATGACCATCGCCTATGAAAGTGGTGTTAACCTCTTTGATACTGC
CGAAGTCTATGCTGCTGGAAAGTAAGTCAGTACCTGTTTGTGTCACTCAAATGGCATCT
GTAGCACCAAAA

CTCTCACTGTTGAACTGCCTGTCCCTACACTAG
CATTACAGAAAGATTAGACGTCAAAGTCAGGATCCCCCAAGATGCCAAAGAATCTATC
ATCTTTTGTAAGAGGGGATCTCAGAGCCCATTCTGAGGACAGGAAGGGCTGCAGAGA
GTCCTCGCTTCTTTTGTGAAAGGAGTCACATC
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Tab. 9.7: Ungekiirzte PCR-Produktsequenzen der Primerpaare 8 bis 14

PCR-Produkt
der Primer 8F
und 8R

PCR-Produkt
der Primer 9F
und 9R

PCR-Produkt
der Primer 10F
und 10R

PCR-Produkt
der Primer 11F
und 11R

PCR-Produkt
der Primer 12F
und 12R

PCR-Produkt
der Primer 13F
und 13R

PCR-Produkt
der Primer 14F
und 14R

TTTTCCAGGACACTGCATTCTAAGACATT
ATCTGTTTCCCCTTCCAGGGCTGAAGTGATTCTGGGGAGCATCATCAAGAAGAAA
GGCTGGAGGTATTGCATTCGCCATAATTATTTGTTTTTAAAAAGGTATTATTTTGCA
CCAGAGAAGGAAAAATAAAATTATATGACACCTGACCAAAAGGCTGTCAAAAAAA
ATCAACTGTTTTTAAAGCAATGATTTATAGTGGCTTGAAAATAAATGCCGGCAAGT
TCACTTCTGGAGCTTCAAAAATTACTGACTAGTCATTGAT

TATTTACTACTTCTCTGTGTTTGTCTTTTTGATAT
ACAGGAGGTCCAGTCTGGTCATAACAACCAAACTCTACTGGGGTGGAAAGTAAGT
TATTTTTCCTACTAAACAGAAAACAACTAGTAGTTCATGCTTTTTTGCTGTTAGGCA
GTTATTTTACATATAACGTACCAAAAT

AATTAGCAATTCAGACCAGAGATTT
AGAGAAGAAAAGAAAGCACACTCTCATTCAAAGTTATTTGCTTCTTTTTCTTGGCA
GAGCTGAAACAGAAAGAGGGCTGTCAAGAAAGCATATTATTGAAGGTGGGTACTT
CTGCTTCAATTTTATTTTTGGTTGTGGGC

ATATTTAGATTTTGGGGTTTGTTTCCT
GCTTCTGCTCCCAGGATTGAAGGGCTCCCTCCAGAGGCTGCAGCTCGAGTATGTG
GATGTGGTCTTTGCAAATCGACCGGACAGTAACACTCCCATGGAAGGTAAGTTAA
GAAAGCTAATAAAATACTCTAGAAAT

CTATAATGTTGTCACCAATATTAGGCT
AATTTTATTAATCAAACAAACAATTGCATTAAGCTTCTAAGCTTTGGCTAGAGGAGT
AAAAATCGCATAACTTTGAAAAGTAGACAAATTCATGAAATGCTGTCTGTTTGACC
TTCCACAGAAATTGTCCGAGCCATGACACATGTGATAAACCAAGGCATGGCGATG
TACTGGGGCACCTCGAGATGGAGTGCTATGGAGATCATGGTAATTTAACTTCTATT
TTTAAATGGCTATTGAGTACCTTATTATTGCTTTTCAGATGCCATGCATAAATTGCA
AGATCTTTTGCAAACTTTT

TTTCTCATCAGTATAAATTTGGTTGTA
ATCTCATTCCTCCCTAGGAAGCCTATTCTGTAGCAAGACAGTTCAATATGATCCCAC
CGGTCTGTGAACAAGCTGAGTACCATCTTTTCCAGAGAGAGAAAGTGGAGGTCCA
GCTGCCAGAGCTCTACCACAAAATAGGTAATCTTCAAAATAAAAGCTACTGAGTAT
TTTTAACAAGAGAAAGATCACTGATTCGGGGAAAAAATAAAAACAGTGTTATTGA
AATGCTTTCCTAAATGTCCCTAATTAACA

TAAAGAATGAAACACAATTTGTAAGC
TCCTAAATTGTAATGGAAAAAAATGCATGCTGATATTAACTCATTTATCTGGCCAGC
TTTTCCCTATAACCTACCAAATTCTGTTTAAACACTACTGCCCCCACCGCCACCCACC
TTTTGATCCCAATTTGCACAAGCAACTTTCTAAGTTTTTTCTTCTGTAGGTGTTGGCG
CAATGACATGGTCTCCACTTGCCTGTGGAATCATCTCAGGAAAATACGGAAACGG
GGTGCCTGAAAGTTCCAGGGCTTCACTGAAGGTATTTTTCTCAATGTCTAGAAAAA
AGCCTGGGA
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Tab. 9.9: Ungekiirzte PCR-Produktsequenzen der Primerpaare 15 bis 17

PCR-Produkt AAAAAATTCAGAAAATCATTATGAGGTTCA

der Primer CATATTTTATTGAATTACCATTCTTTGACATCAGATCTTTACCAGACATTAACATTTCA

15F und 15R ATGTTATGCTTTTCCCCAGTGCTACCAGTGGTTGAAAGAAAGAATTGTAAGTGAAG
AAGGGAGAAAACAGCAAAACAAGCTAAAAGACCTTTCCCCAATTGCGGAGCGTCT
GGGATGCACACTACCTCAGCTAGCTGTTGGTAAGAAAATTACTAAGCTATGGGGTG
GTAGAGGGACTTCTGCTGAGATCATAGTTTT

PCR-Produkt CTCCCAGCTGGGCTTTGACAGATTCTGTCAAAT

der Primer CTTCTACACAACAGGGGGTGCTGCTCAGGTTTTTAATCCTAGGAAGCACTGTACATC

16F und 16R CTCCACAAAAAGAAGTTAATAAATTTTGGCTGCAACAAACAGCTGTAGCAGGTGTT
TATAAGCTAATCAACGATTGGAAGTGCTTTGATAAACTGACCCAGTGTCCTCTCCTC
CCAGCGTGGTGCCTGAGAAAT/CGAAGGTGTGAGTTCTGTGCTCCTGGGATCATCC
ACTCCTGAACAACTCATTGAAAACCTTGGTGCCATTCAGGCAAGTACTGCAGCCCCT
TCCAACATCAGGGAATTTAAT

PCR-Produkt ATATATGATTCTAGATTACTTTGCTAA

der Primer ATATAGAGCACAAAAAACCGAATGATCAACACTGCTAACAATATCCTTTGTACTTCT

17F und 17R CCTCCTGCTCTCAGGTTCTCCCAAAGATGACATCACATGTGGTAAATGAGATTGATA
ACATACTGCGCAACAAGCCCTACAGCAAGAAGGACTATAGATCATAAGGCAATGCA
TGAACCACAGAAGCTGCATGGTTAAAATAGCGGCCTGTGCCCAGTACAGAAAGGT
GTTACTAACCAGTCTTTTGAATCACTTAGCA

Splice site predictions for 1 sequence with donor score cutoff 0.40, acceptor score cutoff 0.40 (exon/intron boundary shown in larger font):

Donor site predictions for 134.176.176.185.11805.0 :

Start End Score Exon Intron
76 20 0.99 aatataggtacgeac

Splice site predictions for 1 sequence with donor score cutoff 0.40, acceptor score cutoff 0.40 (exon/intron boundary shown in larger font):

Donor site predictions for 134.176.176.185.11899.0 :

Start End Score Exon Intron
76 20 0.99 aacataggtacgeac

Abb. 9.6: Ansicht des Ergebnisses der Splice-Site-Software fruitfly.org. Mit einem Score von 0,99 wird bei
Auftreten des Wildtypus (oben) wie auch bei vorhandenem Polymorphismus RS 2280031 identisch gespleifit
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Tab. 9.10: Ergebnisse der Assoziationsanalysen der EPIGEN Studie (modifiziert nach Cavalleri et al., 2007)

Test phenotype Population SNP number Gene Set-association N¥
p value

1 SGTCS Finland 1516826199 KCNA4B1 4,57x1077 685

2 SGTCS Finland 133755631 KCNABI 6,45x1077 697

3 All epilepsy Finland 133755631 KCNA4BI 523x10° 782

4 All epilepsy Finland 1516826199 KCNABI 5,40x10°° 773

5 Other Finland 133755631 KCNAB1 1,01x1072 698

6 Partial Finland 1516826199 KCNABI 1,25x107? 750

a Myoclonic Ireland 159362632 GABRR?2 1,28x10> 422

8 Myoclonic Ireland 157762767 GABRR2 1,75%107> 429

9 Other Finland 1516826199 KCNABI 2,06x10~ 690

10 MTLE-HS Ireland 15398702 KCNMB4 2,19x107> 483
11 Partial Finland 133755631 KCNA4B1 2,49x107> 761

Tab. 9.11: Die wichtigsten Gendefekte bei idiopathischen Epilepsien (nach MacDonald 2010; Meisler 2010;
Ottman et al., 2010)

Natriumkanile GABA-Rezeptoren
SCNI1A GEFS+, SMEI GABRA1 ADIME
SCN2A BFNIS, GEFS+ GABRB3 CAE
o1 eh) @ el
SCNIB GEFS+ GABRG2 CAE. FS, GEFS+
GABRD GEFS+
Kaliumkanile
Calciumkaniile
KCNQ2 BFNS
CACNAILA CAE,EA
KCNQ3 BFNS
KCN1A PE;EAl

GEFS: Generalisierte Epilepsie nit Fieberkrampfen;, SMEI:
Schwere myoklomische Epilepsie des Sauglingsalters,
BFNIS: Benigne familiare neonatal-infantile Anfélle; BENS:
CHRNA2 ADNFLE Benigne fanuliare neonatale Anfille: ADJME: Autosomal
dominante juvenile myoklonische Epilepsie; CAE: Absencen
des Kindesalters (Pyknolepsie), ADNFLE: Autosomal
domuinante  nachtliche  Frontallappenepilepsie;  PE:
Partialepilepsie; EA: Episodische Ataxie

Acetylcholinrezeptoren

CHRNB2 ADNFLE

CHRNA4 ADNFLE
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