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Einleitung

1 Einleitung

Mit einer Pravalenz von 0,5 bis 1 Prozent stellen Epilepsien nach den neurovaskularen
Erkrankungen die zweithaufigste Gruppe an neurologischen Erkrankungen dar
(Banerjee et al., 2009). Das Ausmal der genetischen Atiologie von konvulsiven
Erkrankungen ist in zahlreichen Studien untersucht worden.
Familienaggregationsstudien ergaben, dass das Risiko an Epilepsie zu erkranken 2,5-
fach erhdéht ist, wenn ein Geschwisterkind betroffen ist (Bianchi et al., 2003;
Callenbach et al., 2003). Zwillingsstudien kommen insgesamt zu dem Ergebnis, dass
die Konkordanzraten fir das Auftreten von Epilepsien bei monozygoten Zwillingen die
Konkordanzrate von dizygoten Zwillingen deutlich Gbersteigen (Berkovic et al., 1998;
Johnson et al., 2003; Kjeldsen et al., 2003). Circa 50 Prozent aller Epilepsien sind
genetisch determiniert (Freitag et al., 2001). Insbesondere bei den Epilepsien des
Kindes- und Jugendalters, spielen genetische Faktoren eine bedeutende Rolle. Bei
einer Vielzahl von Epilepsiesyndromen konnten bereits genetische Defekte in
lonenkanalen nachgewiesen werden (Berkovic et al., 2004; Charlier et al., 1998;
Mantegazza et al., 2005; Ogiwara et al., 2009; Singh et al., 1998; Striano et al., 2006;
Sugawara et al., 2001). Bei den meisten chronisch verlaufenden Epilepsien sind die
genetischen Grundlagen jedoch deutlich komplexer. Hier sind jeweils viele genetische
Faktoren an der Pathogenese beteiligt (Neubauer and Hahn, 2012a). Die Kenntnisse
der genetischen Epilepsieforschung tragen zum besseren Verstindnis der
Atiopathogenese bei. Hieraus kénnen Optimierungen in Diagnostik und Therapie bei

Epilepsien abgeleitet werden.

1.1. Klassifikation epileptischer Syndrome

Der Begriff ,Epilepsie“ stammt vom griechischen Verb émAauBaveilv (epilambanein,
.ergreifen”, ,packen®, ,anfallen“) ab. Im Deutschen wird die Epilepsie daher auch
Fallsucht oder Krampfleiden genannt. Sie bezeichnet eine Hirnerkrankung, welche
durch wiederkehrende und unvorhersehbare Unterbrechungen der normalen
Hirnfunktion, sog. epileptischen Krampfanfallen, gekennzeichnet ist (Fisher et al.,
2005). Ein einzelner epileptischer Anfall bezeichnet die klinische Manifestation einer
paroxysmalen, abnorm synchronisierten Entladung von Neuronenverbanden im
Gehirn. Nach der Definition der International League Against Epilepsy (ILAE) ist die
Epilepsie eine Stérung des Gehirns, die durch eine dauerhafte Neigung zur
Entwicklung epileptischer Anfalle sowie durch die neurobiologischen, kognitiven,
psychologischen und sozialen Konsequenzen dieses Zustands gekennzeichnet ist
(Cavalleri et al., 2007; Jensen, 2011). Die Definition einer Epilepsie setzt das Auftreten

mindestens eines unprovozierten epileptischen Anfalls voraus (Fisher et al., 2005).
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Epilepsien werden unter atiologischen Gesichtspunkten und nach ihrer

Anfallssymptomatik klassifiziert.

In Bezug auf ihre Atiologie werden Epilepsien durch permanente oder voriibergehende
Hirnschaden verursacht. Diese konnen durch angeborene oder erworbene
Missbildungen, Geburtskomplikationen, Stoffwechselerkrankungen, Hirntumore, Folge
von Entzindungen, GefaRerkrankungen, toxische Noxen wie z.B. Alkohol, Traumata
oder genetische Veranlagungen bedingt sein (Badawy et al., 2009a, 2009b). Trotz
immer modernerer Untersuchungsmethoden bleibt die Ursache einer Epilepsie jedoch

in ca. 30% der Falle noch unklar.

Aus praktischen Griunden und zur Vereinfachung der Kommunikation im klinischen
Alltag werden nach den aktuellen Leitlinien der International League Against Epilepsy
(ILAE) die Ursachen einer Epilepsie in ein Klassifikationsschema eingeteilt. Hiernach

werden drei unterschiedliche ursachliche Formen angenommen (Berg et al., 2010):

e Genetische Epilepsien (friher als idiopathische Epilepsien bezeichnet),
e Strukturelle/Metabolische Epilepsien (friiher als symptomatische Epilepsien
bezeichnet), und

o Epilepsien unbekannter Ursache (friiher als kryptogene Epilepsien bezeichnet).

Diese Einteilung ist jedoch sehr artifiziell und simplifiziert. Vielmehr zeigen aktuelle
Untersuchungen, dass auch in der Genese struktureller Epilepsien ebenso genetische
Faktoren eine Rolle spielen kdnnen. Die Entstehung einer Epilepsie ist also in der
Regel multifaktoriell durch ein enges Zusammenspiel exogener und endogener
Faktoren bedingt (Neubauer and Hahn, 2012a).

Hinsichtlich der Anfallstypen werden drei Gruppen epileptischer Anfalle unterschieden:
generalisierende Anfalle, fokale Anfalle und Anfalle mit unbestimmten Ursprung. Bei
generalisierten Epilepsien und Epilepsiesyndromen sind von Beginn des Anfalls an in
beiden Hirnhélften Nervenzellen von abnormen Entladungen betroffen. Bei fokalen
oder auch partiellen bzw. lokalisationsbezogenen Epilepsien und Syndromen sind die
abnormen Entladungen am Beginn nur auf bestimmte rdumlich begrenzte
Nervenzellgruppen begrenzt. Die Entladungen kénnen jedoch im Verlauf auf beide
Hirnhalften Ubergehen. Man spricht dann von sekundarer Generalisierung. Bei
Epilepsien und Epilepsiesyndromen mit unbestimmtem Ursprung handelt es sich in der

Regel um gemischte fokale und generalisierte Anfalle.
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Epilepsien werden also zunachst nach ihrem Ursprung und dann nach ihrer Ursache
eingeteilt. In den entstehenden Untergruppen wird dann meist noch mal nach dem

Alter, bei dem die Epilepsie auftritt, sortiert. (Panayiotopoulos, 2010a).

1.1.1. Fokale Epilepsien und Epilepsiesyndrome
Fokale Epilepsien und Epilepsiesyndrome sind mit 60-70 Prozent aller Epilepsien
haufiger als generalisierte Epilepsien (Sidenvall et al., 1993). Bei den fokalen

Epilepsien Uberwiegen strukturell-metabolische und unbekannte Formen. In Tabelle

1.1-1 sind die wichtigsten fokalen Epilepsiesyndrome mit den dazugehdrigen

internationalen Abkurzungen, die in der vorliegenden Arbeit genannt werden,

aufgelistet. (Engel, 2006; Panayiotopoulos, 2010b).

Tabelle 1.1-1 Tabellarische Ubersicht der fokalen Epilepsien und Epilepsiesyndrome.

Modifiziert nach Engel, 2001 und Panayiotopoulus, 2007.

Syndrom Abkiirzung
Idiopathische fokale Epilepsien von Kleinkindern und Kindern

Benigne nichtfamiliare infantile Anfélle BIS

Benigne kindliche Epilepsie mit zentrotemporalen Spikes (Rolando Epilepsie) BECTS (RE)
Atypische benigne Partialepilepsie des Kindesalters (Pseudo-lennox Syndrom) ABPE (PLS)
Benigne okzipitale Epilepsie des Kindesalters Typ Panayiotopoulus PS

Spat beginnende okzipitale Epilepsie des Kindesalters (Typ Gastaut) ICOE-G
Familiare (autosomal-dominante) fokale Epilepsien

Benigne familiare neonantale Anfalle BFNS
Benigne familiare infantile Anfalle BFIS
Benigne familiare neonantale-infantile Anfalle BFNIS
Benigne familidre infantile Anfalle mit familiarer hemiplegischer Migréne BFIS-FHM
Infantile Konvulsionen mit paroxysmaler Choreoathetose ICCA
Autosomal-dominante nachtliche Frontallappenepilepsie ADNFLE
Familiare Temporallappenepilepsie FTLE
Familiare occipitotemporale Epilepsie mit Migrane und visueller Aura EPOLM
Familiare fokale Epilepsie mit variablen Herden FPEVF
Partielle Epilepsie mit perizentralen Spikes PEPS
Reflexepilepsien

Idiopathisch photosensitive Okzipitallappenepilepsie IPOE
Primare Leseepilepsie PRE
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1.1.2. Generalisierte Epilepsien und Epilepsiesyndrome

Generalisierte Epilepsien und Epilepsiesyndrome sind weniger haufig als fokale. Der
grolte Teil generalisierter Epilepsien ist idiopathisch (genetisch) bedingt. In Tabelle
1.1-2 sind die wichtigsten generalisierten Epilepsiesyndrome mit den dazugehdrigen
internationalen Abkurzungen, die in der vorliegenden Arbeit genannt werden,

aufgelistet. (Engel, 2006; Panayiotopoulos, 2010b).

Tabelle 1.1-2 Tabellarische Ubersicht der generalisierten Epilepsien und Epilepsiesyndrome.
Modifiziert nach Engel, 2001 und Panayiotopoulus, 2007.

Syndrom Abkiirzung

Idiopathisch generalisierte Epilepsien

Benigne myoklonische Epilepsie bei Kleinkindern BMEI
Benigne adulte familiare myoklonische Epilepsie BAFME
Epilepsie mit myoklonisch astatischen Anfallen (Doose Syndrom) MAE
Epilepsie mit myoklonischen Absencen (Tassinari Syndrom) EMA
Augenlid Myoklonien mit Absencen (Jeavons-Syndrom) ELMA
Idiopathische generalisierte Epilepsien mit variablem Phanotyp IGE
Kindliche Absence Epilepsie CAE
Juvenile Absence Epilepsie JAE
Juvenile myoklonische Epilepsie (Janz Syndrom) JME
Epilepsie mit generalisierten tonisch-klonischen Anfallen EGTCS
Generalisierte Epilepsie mit Fiberkrampfen plus GEFS+
Frihkindliche Absence Epilepsie EOAE

1.1.3. Gemischte fokale und generalisierte Epilepsien und
Epilepsiesyndrome
Eine kleine Gruppe von Epilepsien und Epilepsiesyndromen ist gekennzeichnet durch
das Vorkommen von sowohl generalisierten epileptischen Anfallen, z. B. Absencen als
auch fokalen Anfallen. Diese Epilepsien kommen mit einem Anteil von etwa 10 Prozent
aller Epilepsien im Kindesalter haufig vor. In Tabelle 1.1-3 sind die wichtigsten
gemischt fokal und generalisierten Epilepsiesyndrome mit den dazugehdrigen
internationalen Abkurzungen, die in der vorliegenden Arbeit genannt werden,

aufgelistet (Engel, 2006; Panayiotopoulos, 2010b).
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Tabelle 1.1-3 Tabellarische Ubersicht der gemischt fokalen und generalisierten Epilepsien und
Epilepsiesyndrome.
Modifiziert nach Engel, 2001 und Panayiotopoulus, 2007.

Syndrom Abkiirzung

Epileptische Enzephalopathie

Ohtahara-Syndrom (friihinfantile epileptische Enzephalopathie) OS (EIEE)
Frihkindliche myoklonische Enzephalopathie EME (EIEE3)
Dravet-Syndrom (schwere friihkindliche myoklonische Epilepsie) DS (SMEI)
Borderline SMEI SMEB
Epilepsie der friihen Kindheit mit migratorischen fokalen Anfallen MMPSI
West-Syndrom (Blitz-Nick-Salaam-Krampfe) WS
Lennox-Gastaut-Syndrom LGS
Epilepsie mit kontinuierlichen Spike-Wave-Entladungen im Schlaf CSwWs

1.1.4. Spezielle Epilepsien und Epilepsiesyndrome

Des Weiteren gibt es situationsbezogene Anfalle die haufig nur einmal im Leben
auftreten. Deshalb werden diese Anfélle auch als Gelegenheitsanfélle bezeichnet. Zu
den Gelegenheitsanfallen zahlen die im Kindesalter vorkommenden Fieberkrampfe,
ausgeldst durch hohes Fieber. Streng genommen handelt es sich bei dieser Gruppe
nicht um Epilepsien, da sie nicht die Definitionskriterien mit einem mehrmaligen
Auftreten erflllen (Panayiotopoulos, 2010b). In Tabelle 1.1-4 sind die wichtigsten
speziellen Epilepsiesyndrome, die keine Epilepsiediagnose erfordern, mit den
dazugehodrigen internationalen Abklrzungen, die in der vorliegenden Arbeit genannt

werden, aufgelistet (Engel, 2006; Panayiotopoulos, 2010b).

Tabelle 1.1-4 Tabellarische Ubersicht der speziellen Epilepsiesyndrome, die keine Epilepsiediagnose
erfordern.
Modifiziert nach Engel, 2001 und Panayiotopoulus, 2007.

Syndrom Abkiirzung
Epileptische Anfille, die keine Epilepsiediagnose erfordern
Benigne neonatale Anfalle BNA

Fieberkrampfe FS
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1.2. Rolando Epilepsien

Die Pravalenz von Epilepsien im Kindesalter betragt etwa 0,5 Prozent (Hauser et al.,
1993). In den Industrielandern erkranken im Mittel etwa 50 von 100.000 Kindern jedes
Jahr neu an einer Epilepsie. Insgesamt macht der Anteil von Kindern 25 Prozent aller
Epilepsie-Neu-Erkrankungen aus (Neubauer et al., 2008a). Die haufigste Epilepsie im
Kindesalter ist die Rolando Epilepsie (RE). Sie umfasst circa 15 % aller Epilepsien bei
den unter 16-jahrigen (Sidenvall et al., 1993). Die RE wird auch als benigne Epilepsie
des Kindesalters mit zentrotemporalen Spikes (BECTS) beziehungsweise als
perisylvanische oder midtemporale Epilepsie bezeichnet und zahlt zu den fokalen
Epilepsien (Loiseau and Beaussart, 1973). Sie betrifft altersentsprechend
psychomotorisch entwickelte Kinder und wird aufgrund ihrer glinstigen Prognose den
benignen Epilepsien des Kindesalters zugeordnet. Die RE tritt in der Regel im Alter
zwischen zwei und zehn Jahren auf und kommt haufiger bei Jungen als bei Madchen
vor (Geschlechterverteilung Jungen: Madchen ca. 1,2/1). Die meisten Betroffenen sind

zwei bis drei Jahre nach Symptombeginn wieder anfallsfrei (Panayiotopoulos, 2005).

Das Leitsymptom der Rolando Epilepsie sind idiopathische sensomotorische
Herdanfalle mit und ohne Generalisation. Meist treten die Anfalle in der Einschlafphase
oder beim Aufwachen des Kindes auf. Haufig kommt es auch zu einer sekundaren
Generalisierung der Anfalle, weswegen sich die Erstmanifestation einer Rolando
Epilepsie oftmals in Form eines generalisierten tonisch-klonischen Krampfanfalls
wahrend der Nacht prasentiert. Die Betroffenen berichten haufig von unilateral
auftretenden sensiblen Reizerscheinungen mit Missempfindungen im Mund-, Zungen-
und Gesichtsbereich. Gewoéhnlicherweise treten oro-laryngo-pharyngeale Symptome
mit Sprechstérungen und vermehrtem Speichelfluss auf. Elektroenzephalographisch
finden sich regelhaft fokale und multifokale ,sharp waves® zentrotemporal, sog.
Rolando Spikes, bei altersentsprechender Grundaktivitat (Berg et al., 2010; Doose et
al., 1997). Die Diagnosestellung erfolgt in der Regel anhand der Anfallssemiologie

zusammen mit dem typischen EEG Befund (Neubauer and Hahn, 2012b).

Circa drei Prozent aller gesunden Kinder zeigen ebenfalls die typischen EEG
Merkmale einer RE, ohne jemals einen Anfall zu erleiden. Zahlreiche Studien haben
ergeben, dass die fir eine RE typischen “sharp waves” vermehrt auch bei weiteren
Krankheitsbildern wie z.B. ADHS, Rett Syndrom oder chromosomalen Aberrationen
auftreten (Giordani et al., 2006; Nicolai et al., 2006; Riva et al., 2007; Staden et al.,
1998).
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Die RE wird haufig in Verbindung zu weniger benignen Epilepsiesyndromen gebracht,
welche in diesem Kontext unter dem Begriff atypische Rolando Epilepsie (ARE)
subsummiert werden (Fejerman, 2009). Es handelt sich hierbei um einen
zusammenfassenden Begriff fur weitere Phanotypen idiopathischer
Epilepsiesyndrome, welche als gemeinsames charakteristisches Merkmal
zentrotemporale Spikes im EEG aufweisen. Hierzu zahlen beispielsweise die atypische
benigne Partialepilepsie (ABPE) — oder auch Pseudo-Lennox Syndrom (PLS) genannt
- mit astatischen Anfallen und atypischen Absencen (Doose and Baier, 1989; Hahn et
al., 2001), die benigne okzipitale Epilepsie des Kindesalters Typ Panayiotopoulus (PS)
mit okzipitalen, Uberwiegend das vegetative Nervensystem betreffenden Anfallen
(Ferrie et al., 2006), die spat beginnende okzipitale Epilepsie des Kindesalters Typ
Gastaut (ICOE-G) mit visuellen Symptomen (Kivity et al., 2000), das Landau-Kleffner
Syndrom (LKS) mit erworbener Sprachaphasie und epileptische Enzephalopathien mit
kontinuierlichen spike-and-wave Muster wahrend des Schlafes (CSWS) (Pal, 2011;
Vears et al.,, 2012). Das EEG zeigt bei all diesen Epilepsiesyndromen die gleichen
fokalen “sharp waves”, jedoch kommt es zu einer viel starkeren Aktivierung der
hypersynchronen Aktivitat bis hin zum bioelektrischen Status im Schlaf. Die Prognose
bezlglich der jeweiligen Epilepsie ist letztendlich glinstig, jedoch behalten ca. 50 % der
Betroffenen kognitive Defizite zurlick. Zusammen scheinen diese Erkrankungen ein
Spektrum zu bilden, an dessen benignem Ende die RE und an dessen
schwerwiegendem Ende das LKS und CSWS stehen (Doose and Baier, 1989;
Fejerman, 2009; Vears et al., 2012) (s. Abb., 1.2.1). Unter den genannten
Epilepsiesyndromen haben bislang nur BECTS, CSWS und LKS Eingang in die
internationale Klassifikation der ILAE gefunden (Berg et al., 2010).

benigne Schweregrad maligne

Abbildung 1.2.1 Schematisch vereinfachte Darstellung des phanotypischen Spektrums der typischen und
atypischen Rolando Epilepsien.

Das benigne Ende stellen die klassischen Rolando Epilepsien dar. Am gegenuberliegenden malignen
Ende des Spektrums steht das CSWS.
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Im Unterschied zu dem pathognomonischen Anfallstyp der klassischen Rolando
Epilepsie kénnen somit bei der Gruppe der atypischen Rolando Epilepsien
phanotypische Anfallsmuster wie astatische Anfalle, atypische Absencen oder
myoklonische Anfélle beobachtet werden. Kommt es nach einem Auftreten eines
Rolando Epilepsie typischen Krampfanfalls zu mentalen bzw. psychomotorischen
und/oder schwerwiegenden sprachlichen Entwicklungsbeeintrachtigungen, wird diese
Entitdt ebenfalls zur Gruppe der atypischen Rolando Epilepsien gezahlt (Aicardi and
Chevrie, 1982; Doose et al., 2001; Hahn et al., 2001).

Zahlreiche Familienstudien belegen, dass bei der Atiopathogenese der RE ebenso wie
bei anderen idiopathischen Epilepsien genetische Faktoren eine Rolle spielen (Bali et
al., 2007; Doose et al., 1997; Ottman, 1989). Die spezielle genetische Disposition
kommt elektroenzephalographisch  durch 5-phasige charakteristisch strukturierte
,sharp waves“ zum Ausdruck. Es gibt Hinweise fir das Vorliegen eines autosomal
dominanten Vererbungsmusters beziiglich dieses EEG Merkmals (Bali et al., 2007;
Vadlamudi et al., 2006). Genetische Faktoren scheinen bei atypischen Verlaufsformen
wie z.B. dem PLS starker wirksam zu sein als bei der klassischen Verlaufsform, da hier
der Anteil positiv konkordanter monozygoter Zwillingspaare viel hoher ist als bei der
klassischen RE (Doose et al., 2001; Vadlamudi et al., 2006). In der Pathogenese der
ARE spielen folglich die gleichen genetischen Dispositionen eine dominierende Rolle
wie bei der RE. Lange Zeit wurde dieser Befund angezweifelt. Erst kirzlich konnten
aber Mutationen im GRIN2A-Gen sowohl bei Kindern mit RE als auch bei Patienten mit
PLS, LKS und ESES identifiziert werden (Lemke et al., 2013) und dieser Befund somit
molekulargenetisch bestatigt werden. Bei gesunden Kindern treten fokale “sharp
waves” in einer bemerkenswerten Haufigkeit von etwa 2 % auf. Es handelt sich somit
um eine weit verbreitete genetische Eigenschaft. Nur ca. 10 % dieser Merkmalstrager
zeigen zerebrale Anfallsmuster. In Untersuchungen in Familien, an denen mehrere
Kinder das charakteristische EEG Merkmal von zentrotemporalen Spikes aufwiesen
(Multiplex-Familien), zeigten sich sehr variable klinische Erscheinungsbilder (Doose
and Baier, 1989). Bei den mit Anfallen einhergehenden Manifestationsformen reichte
das Spektrum von Neugeborenenanfallen Uber Fieberkrdmpfe und einfache Rolando
Anfalle bis hin zu schweren Krankheitsbildern wie dem PLS, dem ESES und dem LKS.
Es traten aber auch isolierte psychomentale Beeintrachtigungen wie
Teilleistungsstérungen und Sprachentwicklungsverzégerungen ohne Anfalle auf. Eine
jungst durchgefihrte Familienstudie beschrieb ein vermehrtes Auftreten von RE,
Fieberkrampfen und ,epileptischem Aphasie Syndrom Spektrum* bei Verwandten von

Kindern mit RE (Vears et al., 2012). Hiermit wird die Komplexitat des pathogenetischen
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Bedingungsgefiiges und auch die groRe Variabilitdt der klinischen Erscheinungen
nochmals verdeutlicht. Fir das Markersymptom der fokalen ,sharp waves®“ wurde die
Hypothese einer erblichen Hirnreifungsstorung postuliert. Zusammenfassend kann
angenommen werden, dass fur die RE eine multifaktorielle Pathogenese anzunehmen
ist, bei der die genetische Maturationsstorung eine dominierende Rolle spielt.
Heutzutage kénnen einige Chromosomenorte und Gene den verschiedenen Formen
idiopathischer Epilepsien oder dem typischen EEG Endophanotyp mit Auftreten von
zentrotemporalen Spikes (CTS) zugeordnet werden. In einer Kopplungsanalyse konnte
bereits ein Zusammenhang von RE zum Chromosom 15q13.2 und 16p12-11.2
festgestellt werden (Guerrini et al., 1999; Neubauer et al., 1998). Ebenso zeigte sich
eine Assoziation von CTS zu 11p3 (Pal et al.,, 2010). In Einzelfallbeschreibungen
wurden Variationen und Mutationen im KCNQ2 und KCNQ3 Gen mit dem Auftreten
von RE oder dem zugrundeliegendem EEG Muster CTS assoziiert (Neubauer et al.,
2008b). In zwei Familien mit mentaler Retardierung, schweren Sprachstérungen und
rolandischen Anfallen konnten Mutationen in SRPX2 gefunden werden (Roll et al.,
2006). Im Rahmen einer genomweiten Kopplungsanalyse wurde ein Zusammenhang
von RE und CTS zum Elongator Proteinkomplex 4 vermutet (Strug et al., 2009). Bei
einem Madchen mit epileptischer Enzephalopathie und CTS konnte eine de novo
GRIN2A Mutation identifiziert werden (Endele et al., 2010). Erst kirzlich wurden zudem
genetische Alterationen in GRIN2A, RBFOX1/RBFOX3 und DEPDCS5 als genetische
Risikofaktoren fir idiopathisch fokale Epilepsien mit CTS identifiziert (Carvill et al.,
2013a; Lal et al., 2013a, 2014; Lemke et al., 2013; Lesca et al., 2013). Eine aktuelle
Studie zur Untersuchung von Kopienzahlvariationen am Chromosomenort 16p11.2
ergab eine Assoziation von Duplikationen in einer GréRenordnung von 600kb zu
atypischen und typischen RE (Reinthaler et al., 2014). Die Suche nach dem
krankheitsverursachendem ,Rolando-Gen* verlief jedoch bislang erfolglos. Es scheint
somit weniger eine mongenetische als multifaktorielle komplexe (polygene)
Pathogenese vorzuliegen. Ziel dieser Arbeit ist es, die genetischen Grundlagen der

Rolando Epilepsie und ihr verwandten Epilepsiesyndromen besser zu verstehen.
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1.3. Glucose Transporter 1 (SLC2A1)

1.3.1. Aufbau und Funktion des Glucose Transporters 1

Der Glucose Transporter 1 (GLUT1) wird im menschlichen Genom durch das Gen
SLC2A1 kodiert. Es handelt sich um ein integrales Membranprotein bestehend aus 492
Aminosauren. Die 12 hydrophoben Segmente durchspannen die Zellmembran in Form
von Helices (s. Abb. 1.3.1) (Mueckler et al., 1985). GLUT1 gehdért zur Gruppe der
Glucosetransporter, welche Zuckermolekile nur entlang eines Konzentrations-
gradienten transportieren kdnnen (erleichterte Diffusion). Es dient zur Einschleusung
von Glucose und anderen Pentosen und Hexosen sowie Vitamin C ins Zellinnere.
GLUT1 wird auch als Erythrozyten/Hirn-Hexose Facilitator bezeichnet und kommt
vorrangig in der Zellmembran von Erythrozyten und den Zellen der Blut-Hirn-Schranke
vor (Barros et al., 2007; Vannucci et al., 1997). Es ist ein unentbehrliches

Transportprotein fir die Glukoseversorgung des menschlichen Gehirns.
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Abbildung 1.3.1 Darstellung der GLUT1-Proteinstruktur.
GLUT1 besteht aus 12 transmembranésen Domanen sowie intrazellularen Amino- und Carboxyenden.
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1.3.2. Das SLC2A1 Gen

Das zu Grunde liegende Gen liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 1 an Position
34.2. (s. Abb. 1.3.2.) (Fukumoto et al., 1988; Shows et al., 1987). Genauer gesagt
befindet sich das Gen von Basenpaar 42.925.374 bis Basenpaar 42.925.175 auf
Chromosom 1. Die Basensequenz von SLC2A1 imponiert in zehn Exonen, welche 492

Aminosauren kodieren.
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Abbildung 1.3.2 Schematische Darstellung des Chromosom 1.
Das SLC2A1 Gen liegt an der Position 34.2 (gelber Pfeil). SLC2A1 imponiert in zehn Exonen.

1.3.3. SLC2A1 und Epilepsien

Im Jahre 1991 beschrieb de Vivo erstmals das klassische GLUT1-Defizienz Syndrom,
welches durch Mutationen im SLC2A1 Gen augeldst wird. Diese Erkrankung beginnt
bereits im Sauglingsalter mit einer therapieresistenten Epilepsie. Kennzeichnend ist
eine niedrige Glucosekonzentration im Liquor cerebrospinalis. Durch Fasten, Fieber
oder Infektion kommt es in vielen Fallen der Erkrankung zu einer Zunahme der
Symptomatik. Im Verlauf der Enzephalopathie tritt eine Stérung der Entwicklung mit
erworbener Mikrozephalie und komplexer Bewegungsstorung wie muskularer
Hypotonie, Spastik, Ataxie, Dystonie oder Chorea auf. Es treten generalisierte tonisch-
klonische Krampfanféalle ebenso wie myoklonische Anféalle, Absencen, atonische und
auch unklassifizierbare Anféalle auf (De Vivo et al.,, 1991). Mit voranschreitender
Hirnreifung im Laufe der frihkindlichen Entwicklung kénnen beim GLUT1-Defekt
verschiedene idiopathisch generalisierte Epilepsiesyndrome auftreten (Mullen et al.,
2010). Es wurden finf unterschiedliche seltene Anfallstypen beim GLUT1-Defizienz
Syndrom beschrieben: generalisierte tonische oder klonische, myoklonische und
atonische Anfalle sowie atypische Absencen und unklassifizierbare Anfallsmuster
(Leary et al., 2003). In 10 % - 15 % der Falle zeigen die betroffenen Individuen jedoch
keinerlei Krampfanfalle (Leen et al., 2010). Das klassische GLUT1-Defizienz Syndrom

oder auch DeVivo-Erkrankung genannt zeigt somit phanotypische Anfallsmuster, wie
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sie auch bei atypischen Rolando Epilepsien auftreten. Myoklonisch astatische Anfalle
sind das typische Anfallsmuster bei der atypisch benignen Partialepilepsie des
Kindesalters (ABPE) bzw. Pseudo Lennox Syndrom (PLS) und wurden ebenfalls bei
Vorliegen von GLUT1-Defizienz beschrieben (Mullen SA et al., 2011). Fur die ABPE
bzw. fir das PLS sind die zugrundeliegenden Gene bis heute unbekannt. Es war daher
naheliegend, den Einfluss von SLC2A1 auf das PLS als mdgliche monogenetische

Ursache zu untersuchen.

Das Vererbungsmuster beim GLUT1 Defekt erfolgt autosomal dominant. 90 Prozent
entstehen durch Neumutationen und nur 10 Prozent der Erkrankten haben ein
ebenfalls betroffenes Elternteil (Brockmann et al., 2001; Klepper et al., 2001). Meist
handelt es sich um Punktmutationen, jedoch wurden auch gréflere genomische
Deletionen gefunden (Levy et al., 2010; Vermeer et al., 2007). Nach aktuellem Stand
der Forschung geht man von dem Vorliegen einer Genotyp-Phanotyp Korrelation aus
(Leen et al., 2010; Yang et al., 2011). Kleinere Mutationen, die zu einem missense
oder nonsense fihren, ziehen einen milden bis moderatem Phanotyp nach sich,

wohingegen komplette Deletionen zu einem besonders schweren Phanotyp fuhren.

Flar das monogenetische GLUT1-Defizienz Syndrom wurde im Laufe der letzten zwei
Dekaden ein breites Spektrum an Phanotypen beschrieben (Brockmann, 2009;
Friedman et al., 2006; Joshi et al., 2008; Overweg-Plandsoen et al., 2003). Auch
monogenetische Epilepsien zeigen eine enorme phanotypische und genotypische
Heterogenitat. Hierunter versteht man, dass Mutationen im gleichen Gen zum Teil sehr
unterschiedliche Krankheitsbilder verursachen kénnen. Mutationen im SLC2A71 Gen
gelten als ursachlich fir ein weites Spektrum an Epilepsien unterschiedlichen
Schweregrades und begleitenden Komorbiditadten (Scheffer, 2012). So wurden
Mutationen im SLC2A1 Gen auch bei idiopathischen generalisierten Epilepsien
(Striano et al., 2012), paroxysmaler aktivitatsinduzierter Dyskinesie und Epilepsie (Suls
et al., 2008) und bei einer paroxysmalen Choreoathetose mit Spastik und Epilepsie
(Weber et al., 2011) gefunden.

Das breite Spektrum der phanotypischen Erscheinungen bei Vorliegen eines GLUT1-
Defektes zeigen somit Uberschneidungen zu den Phéanotypen der ARE. Eine
systematische Analyse des SLC2A1 Gens bei dieser Epilepsieform war bislang jedoch

nicht erfolgt und ist Gegenstand der hier vorgelegten Arbeit.
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1.4. Proline-rich transmembrane protein 2 (PRRT2)

1.4.1. Aufbau und Funktion des prolinreichen transmembrandsen
Proteins 2

Das prolinreiche transmembrandse Protein 2 wird im menschlichen Genom durch das

Gen PRRT2 (s.Abb. 1.4.1) kodiert. Es handelt sich um ein prolinreiches

transmembrandses Protein dessen Funktion bis dato nicht geklart ist. PRRT2 wird

vorwiegend im zentralnervosen Nervensystem exprimiert.
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Abbildung 1.4.1 Schematische Darstellung des PRRT2 Proteins.

Zu sehen sind zwei transmembranése Domanen (blaue Balken) sowie die zytoplasmatische Domane,
dargestellt als intrazellulare Verbindung der transmembranésen Doméanen. Am N-terminalen
extrazelluldaren Ende befindet sich die prolinreiche Region (hervorgehoben). Modifiziert nach Liu et al,
2013 (Liu et al., 2013).

Aktuelle Studien haben ergeben, dass das Protein in Interaktion mit dem synaptosomal
assoziierten Protein 25 (SNAP 25) steht, welches eine Rolle bei der Regulation der
intrazellularen Calciumionenkonzentration und der neuronalen Transmitterexozytose
spielt (Lee et al., 2012; Liu et al., 2013; de Vries et al., 2012).
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1.4.2. Das PRRT2 Gen

Das zugrundeliegende Gen befindet sich auf dem kurzen Arm auf Chromosom 16 an
der Position 11.2 (s. Abb. 1.4.2.) Genauer gesagt befindet sich das Gen von
Basenpaar 29.812.087 bis Basenpaar 29.815.880 auf Chromosom 16.
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Abbildung 1.4.2 Schematische Darstellung des Chromosom 16.

Das PRRT2 Gen liegt an der Position 11.2 auf dem kurzen (p) Arm (gelber Pfeil). PRRT2 imponiert in vier
Exonen. Die hellgrauen Bereiche stellen nicht kodierende Regionen des Gens dar. Die dunkelgrau
markierten Bereiche bezeichnen die kodierende Abschnitte der jeweiligen Exone. Die prolinreiche Region
befindet sich extrazellular und wird durch Exon 2 codiert.

Die Basensequenz von PRRTZ2 imponiert in vier Exonen, welche 340 Aminosauren
kodieren. Die zwei transmembrandsen Domanen bestehen aus den Aminosauren 269-
289 und 318-338 (Chen et al., 2011).

1.4.3. PRRT2 und Epilepsien

Mutationen im PRRT2 Gen gelten heutzutage als Ursache zahlreicher Erkrankungen,
die vom klinischen Erscheinungsbild her den typischen und atypischen Rolando-
Epilepsien ahnein.

So konnten Chen et al. (2011) nachweisen, dass eine Mutation im PRRT2 Gen mit
paroxysmaler kinesinogener Dyskinesie (PKD) assoziiert ist. Hierbei handelt es sich
um eine hyperkinetische Bewegungsstérung, bei der die Betroffenen dystone
unwillkdrliche Bewegungsattacken von kurzer Dauer erleiden. Diese Attacken sind von

willktrlichen plétzlichen Bewegungen getriggert. Die PKD tritt hdufig in Verbindung mit
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dem infantilen Anfalls- und Choreoathetose-Syndrom (infantile convulsions and
choreoathetosis (ICCA) syndrome) auf (Swoboda et al., 2000) und wurde auch bei
einer Familie mit Rolando-Epilepsie mit paroxysmal Anstrengungs-induzierter Dystonie
und Schreibkrampf (REPED-WC) (Guerrini et al., 1999) beschrieben. Bei den
Patienten mit ICCA werden bereits im Neugeborenenalter afebrile Krampfanfalle
beobachtet (benign familial infantile covulsions (BFIC)). Im weiteren Verlauf kommt es
dann zur Entwicklung einer paroxysmalen Choreoathetose, d.h. zu anfallsartigen
unwillkdrlich ausgel6sten schraubenartigen Bewegungen der Extremitaten. Die
benignen familidren infantilen Konvulsionen (BFIC) koénnen auch eigensténdig
auftreten. Dieses epileptische Syndrom wird auch als Watanabe Syndrom bezeichnet
und wurde bislang nicht mit in die ILAE-Klassifikation aufgenommen. Es zahlt jedoch
zu den idiopathischen fokalen Epilepsien und zeigt hinsichtlich des gutartigen Verlaufs
mit Spontanremission der Anfalle nach wenigen Tagen und hinsichtlich der
Anfallssemiologie mit vegetativen Symptomen wie Blasse oder Atemstérungen, oralen
Automatismen und zum Teil begleitenden Kloni Ahnlichkeiten zum Spektrum der
typischen und atypischen Rolando-Epilepsien. Schubert et al. untersuchten 49
Familien mit isolierten BFIC und konnten eine bekannte Mutation im PRRT2 Gen
identifizieren (Schubert et al., 2012). Hierbei handelte es sich um eine Duplikation der
Nukleobase Cytosin (C) an Position 649 in Exon2 (c.649-650insC;p.Arg217Profs=*8).
Durch die Duplikation kommt es zu einer Leserasterverschiebung (frameshift) und
Einfihrung eines Stopcodons. Die PRRT2 649dupC Mutation konnte in zahlreichen
Studien ebenfalls als Mutationshotspot ausgemacht werden (Castiglioni et al., 2013;
Chen et al., 2011; Cloarec et al., 2012; Dale et al., 2012a; Gardiner et al., 2012, 2012;
Groffen et al., 2013; Heron et al., 2012; Ishii et al., 2013; Lee et al., 2012; Li et al.,
2013, 2012; Liu et al., 2012; Marini et al., 2012; Méneret et al., 2012a; Okumura et al.,
2013; Ono et al., 2012; Riant et al., 2012a; Scheffer et al., 2012; Schmidt et al., 2012;
Schubert et al., 2012; Sheerin et al., 2013; Specchio et al., 2013; Wang et al., 2011,
2011). Die Mutation ist lokalisiert in einem Homopolymer aus neun Cytosinbasen
gefolgt von vier Guaninbasen. Diese DNA-Sequenz tendiert zur Bildung sog.
Haarnadelstrukturen innerhalb der DNA, welche haufig mit Lesefehlern durch
voribergehendes Loslésen der DNA-Polymerase vergesellschaftet sind. Zusatzlich
konnte in drei Fallen eine etwas groRere submikroskopische Deletion ausfindig
gemacht werden, welche das PRRT2 Gen mit beinhaltete (Dale et al., 2011, 2012b;
Lipton and Rivkin, 2009). Dieser Sachverhalt verdeutlicht die Notwendigkeit der
Analyse der Kopienzahlvariationen zusatzlich zur Gensequenzierung um eine
vollstdndige Analyse des Gens zu gewahrleisten. In einigen Familien konnten

zusatzlich zu BFIC weitere Epilepsiephanotypen bei Mutationen in PRRT2 beobachtet
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werden (Liu et al., 2013; Scheffer et al.,, 2012). Namentlich zu erwéhnen sind hier
beispielsweise Fieberkrampfe und néachtliche Konvulsionen, folglich Phanotypen die
den RE sehr nahe stehen. Ein Zusammenhang von RE zu PKD bzw. exercise induced
dystonia wurde zweimalig bereits in der Literatur beschrieben (Espeche et al., 2011;
Guerrini et al., 1999).

Ziel der hier vorgelegten Arbeit war es, systematisch die Assoziation des PRRT2 Gens
bei RE an einem eigenen grofere Kollektiv mit typischer und atypischer RE zu

Uberprifen.

1.5. Zielsetzunqg

In der Vergangenheit haben verschiedenen Studien einen Zusammenhang zwischen
dem Auftreten von Mutationen im PRRT2 und SLC2A1 Gen und dem Auftreten eines
variablen phanotypischen Spektrums an idiopathischen Epilepsiesyndromen gezeigt,
die sich untereinander Uberschneiden und in ihrem Erscheinungsbild den typischen
und atypischen Rolando Epilepsien nahe stehen. Es gibt Hinweise dafiir, dass diese
Gene wesentlich an der Pathogenese idiopathisch fokaler Epilepsien mit
zentrotemporalen Spikes beteiligt sein koénnten. Eine Studie zur genaueren
Untersuchung zur Klarung der Frage inwieweit diese Gene bei der Atiopathogenese
von RE und ARE eine Rolle spielen wurde bislang jedoch nicht durchgefiihrt. Die hier
vorliegende Arbeit war die Erste, die das SLC2A71- und PRRTZ2 Gen gezielt auf einen
moglichen Einfluss auf die Entstehung von Rolando Epilepsien beim Menschen

untersucht hat.

Es wurde systematisch untersucht, ob eine Assoziation zwischen den untersuchten
Phanotypen der idiopathischen fokalen kindlichen Epilepsien und einer mdglichen
Allelvariante im SLC2A71- und PRRT2-Gen vorliegt. Das Untersuchungskollektiv
bestand aus Kindern und Jugendlichen mit typischer oder atypischer Rolando
Epilepsie sowie deren Verwandten ersten Grades. Zur Bestimmung der Mutationsrate
wurden die 10 Exone des SLC2A71-Gens und die 4 Exone des PRRT2-Gens
sequenziert. Aullerdem wurde bei beiden Genen die Anzahl an Kopienzahlvariationen

bestimmt.

Die Ergebnisse der Promotion sollen Ubergreifend zu einem besseren Verstandnis der
Pathogenese der Rolando Epilepsien beitragen. Es wird von der Hypothese
ausgegangen, dass Mutationen im PRRT2 und SLC2A1 Gen zu einer erhdhten
Wahrscheinlichkeit des Auftretens von typischen und atypischen Rolando Epilepsien

beitragen konnten.
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2 Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate
ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer

COBAS® TagMan® Analyzer

Dri-Block® Techne DB-2A

Electrophoresis Powersupply E844

Elektronische Mehrkanalpipette EDP®-3 Plus

Gefrierschrank -20° C

Gefrierschrank -70° C

Gelkammer Invitrogen™ Horizon 58

Manuelle Pipette Gilson Pipetman® P 10

Manuelle Pipette Gilson Pipetman® P 20

Manuelle Pipette Gilson Pipetman® P 200

Manuelle Pipette Gilson Pipetman® P 1000

Mikrowelle LG MS 197H

Mobile Pipettierhilfe Pipetboy acu

Applied Biosystems, Foster City,
California, USA

Roche Diagnostics Deutschland

GmbH, Mannheim, Germany

Techne AG, Jahnsdorf, Germany

Consort nv, Turnhout, Belgium

Rainin, Mettler Toledo Intl. Inc.,

Gielien, Germany

Robert Bosch GmbH, Gerlingen-

Schillerhéhe, Germany

Heraeus GmbH, Hanau, Germany

Invitrogen, Darmstadt, Germany

Gilson Inc., Middletown, USA

Gilson Inc., Middletown, USA

Gilson Inc., Middletown, USA

Gilson Inc., Middletown, USA

LG Electronics Inc., Seoul, Southkorea

IBS Integra Bioscience GmbH,

Fernwald, Germany
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Photometer PEQLAB Nanodrop 1000®

Photometer Pharmacia Biotech Ultrospec

1000

Thermocycler T3000

Rotilabo® Mini-Zentrifuge

Stratagene UV Stratalinker® 1800

UV-Kamera-System

Vortex-Schuttler

Vortexer VFZ

Vortexer Vortex Genie® 2

Waage Ohaus Navigator™

Waage Kern EW 2200-ZNM

Wasserbad WB1

Wippschuttler

Peglab Biotechnologie, Erlangen,

Germany

Pharmacia Biotech, Dibendorf, Suisse

Biometra GmbH, Goéttingen, Germany

Carl Roth GmbH und Co. KG,

Karlsruhe, Germany

Stratagene AG, La Jolla, USA

Polaroid Ecommerce, Minnetonka,
Minnesota, USA

VWR international, Darmstadt,

Germany

Janke & Kunkel, IKA Labortechnik,

Staufen, Germany

Scientific Industries Inc., New York,
USA

Ohaus Corp., New Jersey, USA

Kern und Sohn GmbH, Balingen,

Germany

Kéttermann Laborgerate GmbH,

Medingen, Germany

Eppendorf AG, Hamburg, Germany
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Zentrifuge Hettich® Mikro 200R Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Germany

Zentrifuge Hettich® Rotanta 50 Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Germany

Zentrifuge Hettich® Rotanta 96R Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Germany

2.1.2. Zubehor
Mikrotiterplatte PP , U-Form, 96 Well Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen, Germany

Parafilm M Roll Oshkosh, WI 54952

PCR-Platte PP, natur, 96 Well Nerbe plus GmbH, Winsen/ Luhe,
Germany

Pipettenspitzen Filter-Tips PE Nerbe plus GmbH, Winsen/ Luhe,

oberflachenoptimiert 10ul, 20pl, 200y, Germany

1000ul

Pipettenspitzen LTS Tips 250pl Rainin, Mettler Toledo Intl. Inc.,

Gielien, Germany

Reaktionsgefafie 0,2ml fir die PCR PP Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen, Germany

Reaktionsgefalle 2mi Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,
Germany
Rohrchen 50ml mit Schraubverschluss PP Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen, Germany

2.1.3. Chemikalien

Aqua ad iniectabilia B.Braun, Melsungen, Germany
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BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit
v3.1

Chloroform

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)

EDTA Puffer 10x

Ethanol absolute Riedel-de Haén

Ethidiumbromid Lésung 1 %

GeneRTM® DNA Ladder

Hi-Di™ Formamide

HPLC-H,0 LiChrosolv®

Loading Dye®

Magnesiumchlorid (MgCly)

Natriumacetat

Natriumchlorid (NaCl)

Nuclease freies Wasser

PeglLab Universal Agarose

Phenol

Applied Biosystems, Foster City,

California

Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Sigma-Aldrich Co., Mlinchen, Germany
Applied Biosystems, Foster City,
California

Honeywell Specialty Chemicals Seelze
GmbH, Seelze, Germany

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

MBI International, Lansing, MI, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA

Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Germany

Sigma-Aldrich Co., Mlinchen, Germany

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

PEQLAB GmbH, Erlangen, Germany

Merck KGaA, Darmstadt, Germany
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POP6™ Polymer

POP7™ Polymer

Qiagen® Multiplex PCR Kit 1000

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

RNase AWAY® Lésung

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

Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA

Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA

Qiagen, Hilden, Germany

Qiagen, Hilden, Germany

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

Eurofins MWG Operon, Ebersberg,

Gemany

Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Sigma-Aldrich Co., Mlinchen, Germany

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

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

Ad 1000ml H,0O

109,5 g Saccharose

5 ml 1M MgCl,

10 ml Triton X-100

10 ml 1 M TRIS pH 8,0
Ad 1000ml H,O
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TRIS-EDTA

TAE-Puffer 50-fach

2.1.5. Software

ABI PRISM® Data Collection Software 3100

Copy Caller™ Software

mutationdiscovery.com

Mutation Taster

Phyre2 Protein Fold Recognition Server

Primer 3

NNSPLICE 0.9 by fruitfly.org

R statistical environment v3.0.3

50mM TRIS pH 8,0
10mM EDTA

242g TRIS pH 8,0
57,1ml Acetat
100mI EDTA0,5M
Ad 1000ml H,O

Applied Biosystems, Foster City,
California, USA

Applied Biosystems, Foster City,
California, USA

Transgenomic Ltd., Glasgow, United

Kingdom

Markus Schuelke, Jana Marie
Schwarz, Dominik Seelow, Charité

Berlin, Germany

®Structural Bioinformatics Group,
Imperial College London, United

Kingdom

Whitehead Institute for Biomedical
Research, Cambridge, USA

National Human Genome Research
Institute, Rockville Pike, USA

The R Foundation for Statistical

Computing, Wien, Austria
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SeqScape® v2.1

2.1.6. Oligonukleotide

Alle Primer wurden durch die Firma MWG/Operon synthetisiert. Sie sind im Folgenden

in 5°— 3" Richtung aufgeflhrt.

Applied Biosystems, Foster City,
California, USA

Oligonukleotidprimer zur Amplifizierung des SLC2A1 Gens

Exon Sequenz des Forward-Primers Sequenz des Reverse-Primers
1 GTCCTATAAACGCTACGGTCCGC GGCAGGAGTCTGCGCCTTTGTT
2 CCTGCCCTGTAGTAACCTGCTC GACTGTGGGCATGTGTGATGTGC
3-4a GTGAATCTGTGGCAGAGCCAGG CAGTGCCCACATTCCTTGGGCT
3-4b GGTATTACCTCTGACCCAGCCC CAGATCCGAGAGCCACTGAAGC T
5-8a AGTAGGGAAGGCCACTCTGGCA ACCACAGCGATGAGGATGGGCT
5-8b GATGCGGGAGAAGAAGGTCACCA TGGCATACACAGGCTGCTGCAC
5-8c GCAGGTCTTCTATTACTCCACGAGC GAGCCAGAAAGTCAGACCCACAG
9 GGCCTCTGTAGCTTCTGTTTCCC TGGGCCAGCACTTTGCACAGCA
10a GACTTATCCAAAGTCCTACAGCCAGG | CTGGAGCCGTTAAGTCCTGAATATTCTTCT
10b GGATGAGACTTCCAAACCTGACAGATG GGGTAGGAAGAGATGGGAAGGG
10c CTATCCCAGGAGGTGGCTATGG CCTCCTACCCTCAATCCACAAGC
10d CACCACCTCACTCCTGTTACTTACC GTGCGACTTCAGGCACATAACCTC

Oligonukleotidprimer zur Amplifizierung des PRRT2 Gens

Exon Sequenz des Forward-Primers Sequenz des Reverse-Primers
1 AAGAAGGAGGCGTCTCTCCTGG GACCTGGTTATCTCCTTCGATCCC
2a CCTGAGACAGGAATGTGGCCCAA CTGTGGCCTGGGCTGTTTCTGA
2b GCTCCAGAAACCACAGAGACCC TTGAGGGTGGTGAGTGAGGCTCAGG
2c CTGAGATTCTGTCTGAGAGTGTAGGG TCTATTGCAGCGCTGGCGGGAA
3-4a TTCTGGGCTGGCTTCTCCTGAC CTCAGGCTCCCTTGGTCCTTAG
3-4b TTCCTGTTGGGAGCTGCCTTGG TGAGGAGGCAGGAAGAGGAAGG
3-4c CCTCAGTCCTCTCTTCCTTCCCT CGAAGCACGTGAATGAATCTAGCCC
3-4d CCCAGTCCGCGAGTTTCTTTCTTG GTATACCACCCAGTAAGGTTCTGCC
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Sonden zur TagMan Copy Number Untersuchung des SLC2A1 Gens

Exon Assay Assay Bestellnummer
1 43424311 Hs01661729_cn
2 43408862 Hs05803207_cn
3-4a 43396844 Hs05718229_cn
3-4b 43396312 Hs02166993_cn
5-8ab 43395317 Hs01857850_cn
5-8c 43394554 Hs05801273_cn
< 43393332 Hs01969270_cn
10a 43392752 Hs01967668_cn
10b 43392370 Hs00854312_cn
10c 43391806 Hs00993646_cn
10d 43391703 Hs00425943_cn

Sonden zur TagMan Copy Number Untersuchung des PRRT2 Gens

Exon Assay Assay Bestellnummer

2a 29824698 Hs01404240_cn

2b 29824836 Hs01880517_cn

2c 29825236 Hs01158537_cn
3-4a 29825772 Hs00743564_cn
3-4b 298262170 Hs01437935_cn
3-4c 29826617 Hs01618875_cn
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2.2. Methoden

Die Ethikkomission der Universitat Giefen, Deutschland prifte und genehmigte das
vorliegende Forschungsvorhaben am 13. Januar 2011 unter dem Aktenzeichen 03/11.
Samtliche Patienten bzw. bei Minderjahrigen ihre sorgeberechtigten Eltern gaben
gemal den Vorgaben der Ethikkommission der Universitat GieRen nach mindlicher
Aufklarung ihre schriftliche Einverstéandniserklarung zur Studienteilnahme mit dem Titel

»,genomische Variationen bei Patienten mit idiopathischen Epilepsien” ab.

2.2.1. Diagnosekriterien

Die Diagnose einer Rolando Epilepsie wurde gemald den Vorgaben der ILAE
vorgenommen. Zur Beurteilung auf das Vorliegen der krankheitsspezifischen CTS
mussten die Kriterien Aktivierung im Schlaf sowie die kennzeichnende
elektroenzephalographische Morphologie und Klassifikation der zentrotemporalen
Spikes durch zwei unabhangige Untersucher bestatigt werden. Bei Vorliegen
anhaltender generalisierter EEG Veranderungen mit dominierenden zentrotemporalen
Spikes ~ wahrend des Schlafes bei gleichzeitigem  Auftreten von
Entwicklungsbeeintrachtigungen beim Kind wurde die Diagnose Epilepsie mit
kontinuierlichen spike-wave Entladungen im Schlaf (CSWS) gestellt (Billard et al.,
1981; Calvet and Bancaud, 1976; Yasuhara et al.,, 1991). Die Diagnose einer
atypischen Rolando Epilepsie wurde nach den in der Einleitung erwahnten
Diagnosekriterien bei Vorliegen von additiven Anfallssemiologien wie astatische
Anfallen, atypischen Absencen oder myoklonischen Anfallsmustern vergeben. Traten
zusatzlich zu den klassischen Rolandoanfallen weitere Auffalligkeiten wie signifikante
kognitive Beeintrachtigungen und/oder eine ausgepragte sprachliche
Entwicklungsstérung auf, wurde dieser Phéanotyp ebenfalls als ARE klassifiziert.
(Aicardi and Chevrie, 1982; Doose et al., 2001; Hahn et al., 2001). Bei Vorliegen einer
Anfallssemiologie wie bei RE und anhaltend prolongiert auftretenden generalisierten
zentrotemporalen Spikes wahrend des Schlafes wurde auch bei Nichtvorliegen von
additiven Anfallsmustern oder zusatzlichen Entwicklungsbeeintrachtigungen die

Diagnose RE vergeben.

2.2.2. Studienkollektiv
Samtliche diagnostizierte Indexpatienten entstammen einem seit Uber zwanzig Jahren

aufgebauten Familienkollektiv (BRE Kollektiv).

Untersucht wurden 153 Indexpatienten aus 98 Multiplexfamilien in denen mindestens
zwei Geschwister erkrankt waren. In 96 Familien erhielt mindestens einer der

betroffenen Patienten die Diagnose RE oder ARE, das zweite Geschwisterkind zeigte
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entweder Symptome einer RE oder ARE bzw. isoliert EEG Auffalligkeiten im Sinne von
CTS. In zwei Familien wurden keine Krampfanfalle sondern lediglich EEG
Auffalligkeiten diagnostiziert. Von allen 153 Indexpatienten erhielten insgesamt 116
Patienten die Diagnose einer RE, 32 Patienten die Diagnose einer ARE, vier die
Diagnose eines CSWS und bei einem Patienten konnten lediglich zentrotemporale

Spikes festgestellt werden.

Zusatzlich wurden 46 nicht-familiare Falle in die Studienkohorte mit einbezogen. Von

diesen Patienten erhielten 3 die Diagnose einer klassischen RE und 43 die einer ARE.
2.2.3. Molekulargenetische Verfahren

2.2.3.1 DNA Extraktion
Die zu analysierenden Proben wurden im Universitatsklinikum GieRen und Marburg,

Standort Giel3en, Abteilung fur Kinderneurologie bei -20°C gelagert.

Um die genomische DNA aus dem gewonnenen EDTA-Blut der Patienten zu
analysieren ist es notwendig, zunachst die DNA aus den Zellen zu extrahieren. Hierzu
wurden zunachst die Zellen mittels Chemikalien lysiert und die freiwerdenden
Nucleasen durch Zugabe eines speziellen Extraktionspuffers gehemmt. Um das
gewonnene Lysat von Proteinen zu befreien, wurden diese im Anschluss durch
Zugabe einer Protease zerstort und mittels Zentrifugation von der gewtinschten Probe
entfernt. Zur Reinigung und Aufkonzentrierung erfolgte als abschlieRender
Reaktionsschritt eine Ausfallung der DNA durch Zugabe von hochprozentigem Alkohol.
Zur DNA Extraktion wurde das QlAamp® DNA Blood Midi Kit (Qiagen) nach Angaben
gemall dem Protokoll des Herstellers verwendet (Kit et al., 2007). Ein genaues
Pipettierschema findet sich im Anhang (Protokoll zur DNA Extraktion mittels QIAamp®
Midi Kit).

2.2.3.2 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der DNA

Die Konzentration der DNA wurde anhand der optischen Dichte im Spektrophotometer
NanoDrop®1000 bestimmt. Dieses Spektrophotometer ermaoglicht die
Absorptionsbestimmung von Licht unterschiedlicher Wellenlangen bei DNA-, RNA- und
Proteinldsungen. Da die DNA ihr Absorptionsmaximum bei 260 nm besitzt, wurde bei
dieser Wellenlange die Konzentrationsbestimmung durchgefuhrt. Zur
Konzentrationsbestimmung genulgte der Einsatz von 1,5 ul der unverdinnten Probe.
Als Nullabgleich wurde die erste Messung mit dem Ld&sungspuffer der DNA zur
Bestimmung des Leerwertes durchgefiihrt. Das Absorptionsmaximum fir Proteine liegt

bei 280 nm und das fiir organische Verbindungen bei 230 nm. Uber die Verhaltnisse
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der Absorptionsmaxima kann die Reinheit der untersuchten DNA-L&sung quantifiziert
werden. Die Reinheit der DNA wurde in der vorliegenden Arbeit durch die Bestimmung
des Absorptionsquotienten Ago/Azgy bestimmt. Die Reinheitsindices aller DNA Proben

lagen zwischen den empfohlenen Werten von 1,7 - 2,0.

Samtliche DNA Proben wurden abschlieRend auf eine Konzentration von 10 ng/ul
wahlweise mit 1XTE fir eine sich anschlieRende Sequenzanalyse oder mit HPLC-H,O

fur eine weitere Kopienzahlvariationsanalyse verdunnt.

War die Menge der extrahierten DNA nicht ausreichend, wurde die entsprechende
Probe zur Firma Qiagen zur Reamplifizierung nach der herstellereigenen REPLI-g Mini
Methode versandt. Die hieraus synthetisierte whole genome amplification DNA (WGA-

DNA) wurde ebenso wie die originale DNA fur weitere Analyseschritte verarbeitet.

2.2.3.3 Die Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur genaueren Analyse der Sequenz eines speziellen Genabschnittes ist es
notwendig, diesen in ausreichender Menge vorliegen zu haben. Die Standardmethode
zur exponentiellen Vervielfaltigung einer definierten Sequenz einer Vorlagen DNA ist

die Polymerasekettenreaktion (PCR).

Die Amplifikation der DNA erfolgt in mehreren aneinandergereihten Reaktionszyklen.
Ein Reaktionszyklus besteht aus drei wesentlichen Schritten: Denaturierung, Annealing
und Elongation (s. Abb. 2.2.1).

Bei der Denaturierung wird die DNA in ihre zwei Einzelstrange zerlegt. Dies geschieht
durch Erhitzung des Reaktionsgemisches auf 80 — 96 °C, da hierdurch die
Wasserstoffbriickenbindungen der DNA zerstért werden. Beim Annealing kommt es
zur Anlagerung der Primer an die komplementaren Sequenzabschnitte. Dies erfolgt
durch Abkihlen des Reaktionsgemisches auf 45 — 65 °C und der hierbei mdglich
werdenden Hybridisierung. In  der Phase der Elongation kopiert die im
Reaktionsgemisch vorliegende Polymerase den gesuchten Sequenzabschnitt durch
Zusammensetzung der  Nucleotide. Dieser  Reaktionsschritt  erfolgt  im

Temperaturoptimum der Polymerase bei 72 °C (Strachan, 2011) .
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Abbildung 2.2.1 Prinzip der PCR.

1. Denaturierung der DNA. 2. Anlagerung der Primer (Annealing). 3. DNA-Synthese in Richtung der
Zielsequenz (Elongation). Die neu synthetisierten DNA-Stréange dienen in den Folgezyklen als Vorlage fir
die Synthese, sodass es zu einer exponentiellen Vermehrung kommt. Modifiziert nach Strachan und Read,
1996.

Um in einem einzigen Reaktionsansatz mehrere Exone gleichzeitig zu amplifizieren,
wurde das Qiagen Multiplex Kit® verwendet. Dieses Kit stellte die fir den
Reaktionsansatz benétigte thermostabile HotStarTaq® DNA Polymerase, eine
ausreichende Menge an Desoxynucleosidtriphosphaten (dNTPs), einen patentierten
Puffer (Q-Solution) sowie die fur die Polymerase geeignete Konzentration an
Magnesiumchlorid (MgCl,) zur Verfigung.

Die industriell —angefertigten Primer wurden mit Hilfe der Software
mutationdiscovery.com oder Primer 3 designt. Hierbei wurde sichergestellt, dass die
Primer eine Lange von 22 - 35 Nucleotiden aufweisen, der Gehalt an G und C
zwischen 45 und 65 % liegt, die 3’'Endungen idealerweise mit 2 Gs oder Cs enden und
eine Dimerbildung umgangen wird, indem die 3'Endungen weder untereinander noch
mit sich selbst komplementar sind. Die verwendeten Primer sind im Materialteil

aufgelistet und kénnen dort entnommen werden.

In der vorliegenden Untersuchung wurden maximal drei Exone pro Ansatz amplifiziert.

Der Reaktionsansatz durchlief anschlieBend im Thermocycler das PCR Programm. Als
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PCR Bedingung wurde eine 15 minttige Denaturierungsphase bei 95 °C definiert. Im
Anschluss wurden jeweils 35 Zyklen durchlaufen, die aus einer 30 sekindigen
Denaturierung bei 94 °C, einer sich anschlielRenden 90 sekindige Annealingphase bei
62 °C und einer 45 Sekunden lange Elongationsphase bei 72 °C bestanden. Um
bessere Ergebnisse zu erzielen, wurde das Programm um eine Final Extension Phase
von 10 Minuten bei 72 °C erweitert. Eine genaue Anleitung zur praktischen
Durchfiihrung der PCR und die jeweiligen Pipettierschemata finden sich im Anhang
(Protokoll zur Durchfiihrung der PCR bei SLC2A1 und Protokoll zur Durchflihrung der
PCR bei PRRT?2).

2.2.3.4 Agarose-Gelelektrophorese

Um die entstandenen PCR Produkte im Anschluss sichtbar zu machen, wurden die
Fragmente auf ein Agarose Gel aufgetragen und mittels Ethidiumbromid angefarbt. In
der durchgefiuihrten Versuchsreihe wurden durch Aufkochen von 2 g Agarose in 100 ml
1XTAE 2 %ige Gele verwendet. Das Prinzip der Gelelektrophorese basiert auf der
Ausrichtung der Fragmente in einem elektrischen Feld. Das Gel befindet sich in einer
Pufferlosung (mit 1XTAE geflllte Elektrophoresekammer). Nach Anlegen einer
Spannung von 150 V bei einer Stromstarke von 400 mA fir 45 Minuten bewegen sich
die Amplifikate in Richtung der positiven Anode, wobei sich kleinere Fragmente
schneller bewegen als gréRere. Zur Erleichterung des Auftragens auf das Gel wurden
die Amplifikate zuvor mit dem patentierten Farbstoff LoadingDye® versetzt. Als
GroRenmarker diente der GeneRTM® DNA Ladder, der DNA Fragmente in 100 kb
Abschnitte markiert. Zur optischen Darstellung und Dokumentation wurde das Gel
abschlieRend mit Etidiumbromid gefarbt und im UV-Transilluminator fotografiert. Zum
Ausschluss einer moglichen Kontamination der Proben wurde stets eine Negativprobe

angefertigt.

2.2.3.5 Aufreinigung der PCR-Produkte

Um die Amplifikate von Reaktionsiberresten wie Oligonukleotiden und Farbstoffen vor
ihrer weiteren Verwendung zu reinigen, wurde das QIAquick® PCR Purification Kit von
Qiagen nach Angaben des Herstellerprotokolls verwendet. Eine genaue praktische
Durchfihrung und ein Pipettierschema finden sich im Anhang (Protokoll zur
Aufreinigung der PCR Produkte).

2.2.3.6 Sequenzanalyse
Mit Hilfe der Sequenzierung ist es mdglich, die Nukleotidabfolge eines DNA-
Abschnittes zu  bestimmen. In der vorliegenden Arbeit wurde die

Kettenabbruchsequenzierung nach Sanger mit Hilfe des ABI PRISM® 3100 Genetic
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Analyzer angewandt. Das enzymatische Prinzip der Sequenzierreaktion ist eine
Variante der Polymerase-Kettenreaktion. Die bendtigten Substanzen zur Durchfiihrung
der Sequenzierung entsprechen daher auch denjenigen der PCR: die zu
untersuchende DNA-Probe, Primer, dNTPs, Polymerase und L&sungsmedium (hier
HPLC Wasser). Zusatzlich befinden sich im Reaktionsansatz mit unterschiedlichen
Fluoreszenz-Farbstoffen gekoppelte Didesoxynucleotide (ddNTPs). Sie sind der
eigentliche Schlissel zur Sequenzierung. ddNTPs unterscheiden sich von dNTPs
durch ein fehlendes Sauerstoffatom an der 3’-Position der Ribose. Es kann folglich
keine Verbindung zur 5’-Phosphatgruppe des néachsten Nucleotids eingegangen
werden und es kommt zum Kettenabbruch. Durch den zufalligen Einbau von ddNTPs
entstehen daher unterschiedlich lange DNA Fragmente, von denen jedes mit einem
der vier verschiedenen dNTPs endet, die komplementar angeben, welches Nucleotid
sich an der entsprechenden Position auf der Template DNA befindet. Die DNA-
Fragmente werden im Anschluss kapillarelektrophoretisch ber eine hochauflésende
Polymermatrix (Performanced Optimized Polymer, POP6® bzw. POP7®) aufgetrennt
und durch zwei Argon-Laserstrahlen zur Fluoreszenz angeregt (Dye-Terminator
Verfahren) (Strachan, 2011) )(s. Abb. 2.2.2.).

In der hier durchgefuhrten Versuchsreihe wurden die aufgereinigten PCR-Amplifikate
mit den Sequenz-Primern sowie den Bestandteilen des BigDye® Cycle Sequencing Kit
v3.1 gemal den Herstellerangaben versetzt. Die praktische Versuchsdurchfihrung
und das Pipettierschema sind im Anhang ersichtlich (Protokoll zur Durchfuhrung der
Sequenzanalyse). Der Reaktionsansatz durchlief anschlieRend im Thermocycler das
Sequenzierungsprogramm. Als Reaktionsbedingung wurden jeweils 24 Zyklen
durchlaufen, die aus einer 10 sekindigen Denaturierung bei 96 °C, einer sich
anschlielRenden 5 sekiindige Annealingphase bei 55 °C und einer 4 Minuten langen

Elongationsphase bei 60 °C bestanden.

Die graphische Darstellung der Analyse der Sequenzen erfolgte mit dem Programm
ABI PRISM Data Collection Software. Zur weiteren Datenanalyse wurden die
Sequenzen im Anschluss in die Software SeqScape 2.1 exportiert. Diese Software
ermoglicht einen Vergleich der genotypisierten Fragmente mit der Referenzsequenz.
Die jeweilige Referenzsequenz war fir SLC2A1 NCBI Contig NT_032977 und fir
PRRT2 NCBI Contig NT_ 010393.16.
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Einzeltrang DNA CATGCTATACGGCTATAGCATTA

Markierter Primer

1. Basenspezifische G- CTAAT
Reaktion enthalt ddGTP GATATCGTAAT
GCCGATATCGTAAT

GATATGCCGATATCGTAAT

GTACGATATGCCGATATCGTAAT

2. A-Reaktion enthalt ddATP AT
AAT
ATCGTAAT
ATATCGTAAT
ATGCCGATATCGTAAT
usw.

(-Reakiion mit dd TP ATATGCCGATATCGTAAT
und C-Reaktion mit ACGATATGCCGATATCGTAAT

dd TP)

Abbildung 2.2.2 Prinzip der Sequenzierung.

Fir die Synthese des DNA-Stranges werden basenspezifische Didesoxynukleotide (ddNTPs) verwendet,
die wegen einer fehlenden Hydroxylgruppe am 3’-Kohlenstoffatom keine Phosphodiesterbriicke mit dem
5°-Ende des nachfolgenden Nukleotids eingehen kénnen. In jeder basenspezifischen Reaktion entstehen
so durch Kettenabbruch Fragmente unterschiedlicher Lange, die dann sichtbar gemacht werden koénnen.
Modifiziert nach Strachnan und Read, 1996 (Miiller, 2009).

2.2.3.7 TaqMan® Copy Number Untersuchung
Die Untersuchung der Kopienzahlvariationen der zu analysierenden Gene erfolgte

mittels einer quantitativen Real Time PCR unter Verwendung einer TagMan Sonde.

Bei einer quantitativen Real Time PCR findet eine Quantifizierung der PCR Produkte
mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen statt. Da nur in der exponentiellen Phase der
PCR die optimalen Reaktionsbedingungen herrschen, werden die
Fluoreszenzmessungen in dieser Phase in Echtzeit vorgenommen. Die Fluoreszenz

nimmt proportional mit der PCR Menge zu.

Bei der TagMan Copy Number Quantifizierungsreaktion laufen zwei Real Time PCRs
simultan ab. In der einen PCR wird die zu untersuchende Sequenz nach Trennung der
Doppelstrange in ihre Einzelstrange durch die mit dem Fluorphor-Farbstoff FAM
versehene TagMan Copy Number Assay Sonde markiert. Eine mit dem Fluorphor-
Farbstoff VIC versehene TagMan Reference Sonde markiert zeitgleich eine spezifische
stets diploide, also in 2zwei Kopien vorliegende, Kontrollsequenz. An dem

farbstofffreiem Ende sind die beiden Sonden mit einem Fluoreszenzléscher, dem sog.
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Quencher, versehen. Die verwendete AmpliTag Gold DNA Polymerase besitzt
zusatzlich zur Polymeraseaktivitdt eine 5°-3'Exonukleaseaktivitdt. Wahrend der
Synthese des Gegenstranges baut die Polymerase daher die Sonde am 5°-Ende ab.
Hierdurch entfernen sich Quencher wund Fluorphor voneinander und ein
Fluoreszenzsignal kann detektiert werden (s. Abb. 2.2.3).

Zur quantitativen Untersuchung des SLC2A7- und PRRT2-Gens wurden mehrere
Sonden verwendet. Die verwendeten Sonden sind im Materialteil aufgelistet und
kénnen dort entnommen werden. Zur weiteren Durchfiihrung wurde das TagMan SNP
Genotyping Assay Kit nach Angaben des Herstellers verwendet. Das Protokoll zur
genauen praktischen Durchflihrung der Reaktion und der jeweiligen Pipettierschemata
ist im Anhang ersichtlich (Protokoll zur Durchfiihrung der Bestimmung der Copy
Number Variations).

1.a Zu untersuchende Probe 1.b Referenzprobe

° Probe « Probe °

Reverse Primer Reverse Primer

Forward Primer Forward Primer

3" gDNA Template 5 3" gDNATemplate 5

2. Denaturierung und Anlagerung der Probenbestandteile

\ Reverse Primer \ Reverse Primer

Forward Primer G / ( Forward Primer / °
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3. Signaldetektierung

Reverse Primer Reverse Primer
Forward Primer H ; Forward Primer’
3’ 5 3’ 5
Legende
FAM™ Sonde VIC® Sonde Minor Groove Probe
Binder

Nonfluoreszierende TAMRA™ AmpliTaq Gold® Elongierter Primer
Quenscher Quenscher DNA Polymerase

Abbildung 2.2.3 Prinzip der TagMan Quantifizierungsreaktion.

1.a zeigt die Komponenten der jeweils verwendeten Assays. Sowohl in der zu untersuchenden Probe als
auch in der Referenzprobe liegen DNA, Primer und die spezifische AmpliTag Gold DNA Polymerase vor.
In der zu untersuchenden Probe befindet sich eine mit dem fluoreszierendem Farbstoff FAM markierte
Sonde, in der Referenzkontrolle eine Sonde mit dem Farbstoff VIC. Beide Sonden tragen an ihrem 3'-
Ende einen Fluoreszenzléscher (Quenscher). 2. zeigt die Anlagerung der beiden Sonden an den
jeweiligen komplementaren Strang nach erfolgreicher Denaturierung der DNA. 3. veranschaulicht die
Signaldetektierung. Durch die 5°-3"-Exonukleaseaktivitat der Polymerase wird die Sonde abgebaut und ein
Fluoreszenzsignal kann detektiert werden. Modifiziert nach lifetechnologies.

Die Datenauswertung erfolgte mittels relativer Quantifizierung und Berechnung nach
der AAC:-Methode durch die Software CopyCaller. Der Ct-Wert (cycle threshold,
Schwellenwert) beschreibt den PCR Zyklus, bei dem die Fluoreszenz erstmals
signifikant Uber die Hintergrund-Fluoreszenz steigt. Die ermittelten Ct-Werte der
Probandengruppe wurden von den Ct-Werten der Referenz subtrahiert (AC+ Patienten-
Probe) und auf die Kontrollgruppen bezogen (AAC: - AC: Patienten-Probe - AC+
Kontroll-Probe). Zur graphischen Darstellung wurde der ermittelte Wert in die folgende

— —AACT
=2

Gleichung eingesetzt: n-fache Expression (Gruppe A zu B) eingesetzt (s.Abb.

2.2.4).
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Copy Number
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Abbildung 2.2.4 Graphische Darstellung nach der AACt-Methode.

Die ermittelten Werte werde durch die Software CopyCaller dargestellt. An der Ordinate ist die Anzahl der
ermittelten Kopienzahl angegeben. Jede Saule stellt eine Probe dar.
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2.2.4. Statistische Analyse

Zur Untersuchung mdglicher Zusammenhange zwischen genetischen Varianten und
Merkmalen der untersuchten Stichprobe wurde eine Assoziationsanalyse durchgeflhrt.
Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem Programm R statistical

environment v3.0.3 (http://www.R-project.org/). Die Referenzgruppe fir die statistische

Analyse basierte auf der 6ffentlich zuganglichen Datenbank dbSNP.

Bei der Durchfiihrung von multiplen Paarvergleichen an einem Datensatz besteht die
Gefahr der a-Inflation. Das bedeutet, dass die Wahrscheinlichkeit steigt, dass eine
Hypothese falschlicherweise aufgrund eines Zufalls angenommen wird. Mit Hilfe der
Bonferroni-Korrektur kann einer Kumulierung des «-Fehlers (Fehler 1. Art)
entgegengewirkt werden. Das statistische Signifikanzniveau sollte entsprechend der
Haufigkeit des Testes angepasst werden, wenn n unabhangige Hypothesen fir einen
Datensatz getestet werden. Es resultiert folglich eine neue Signifikanzgrenze von p* =
p/n Hieraus ergab sich bei den gefundenen Polymorphismen im SLC2A7 Gen ein
Signifikanzniveau von p = 0,01 und fur die Polymorphismen von PRRT2 ein

Signifikanzniveau von p = 0,0125.

2.2.4.1 Hardy Weinberg Equilibrium

Das Hardy Weinberg Equilibrium (HWE) beschreibt das Verhaltnis zwischen Allel- und
Genotypfrequenzen. Diese bleiben in einer Population konstant, wenn es keine
evolutionaren Einflisse gibt (Hardy, 1908). Die Haufigkeit der drei Genotypen (aa, Aa

und AA) ergibt sich aus der Binomialbeziehung:
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Hardy-Weinberg-Gleichgewicht: (p + q)2 =1
Dabei entspricht p der Haufigkeit des Allels A und q der Haufigkeit des Allels a.

Zur Berechnung dieses mathematischen Modells wird von dem Vorliegen einer in der
Realitat nicht vorzufindenden idealen Population ausgegangen. Das bedeutet, dass
keine Evolution stattfindet und Uber Generationen hinweg unveranderte Allel- und
Genotypenhaufigkeiten bestehen bleiben. Es liefert Hinweise zum Einfluss von
Evolutionsfaktoren  auf  eine Population und Uberprift  systematische
Genotypisierungsfehler (Teo et al., 2008). Um vorliegende Populationsstratifikationen
aufzudecken, konnen experimentell ermittelte Haufigkeiten auf diese Weise den

erwarteten Frequenzen gegenubergestellt werden.

Das HWE kam in der vorliegenden Studie zur Berechnung von erwarteten
Genotypfrequenzen in einer idealen Population als Vergleichsstichprobe zur
Anwendung. Die gefundenen Genotypfrequenzen wurden mit den nach HWE
ermittelten Frequenzen verglichen, um Einflisse von Populationsmerkmalen zu

untersuchen.

2.2.4.2 Chi-Quadrat-Test nach Pearson

Der Chi-Quadrat Test dient zur Testung von Unterschieden in der Verteilung von
Merkmalskombinationen einer Kontingenztafel. Dadurch kann in Anlehnung zum HWE
Uberprift werden, ob sich die Haufigkeit von Genotypen zwischen untersuchter

Population und Vergleichsstichprobe unterscheiden.

In einer Kontingenztafel werden die in der Population beobachteten
Merkmalsverteilungen der Genotypen und die in einer Vergleichspopulation erwarteten
Merkmalsverteilungen gegeniber gestellt. Die folgende Vierfeldertafel zeigt eine

schematische Kontingenztafel fur zwei dichotome Merkmale.

Merkmal X (Allel)

Merkmal Y Auspragung 1 Auspragung 2
(Erkrankung) (Allel A) (Allel a)
Auspragung 1 5 b

(Kollektiv)

Auspragung 2 c q

(Kontrollen)

Abbildung 2.2.5 Beispiel einer Kontingenztafel.
Dargstellt sind die Haufigkeiten der Merkmalsverteilungen.
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Der Chi-Quadrat Test berechnet Abweichungen zwischen den beobachteten und

erwarteten Haufigkeiten. Er wird definiert als:

5 ) (beobachteten — erwarteten Haufigkeiten)?
x° = Summe Uber alle Zellen der

erwartete Haufigkeit

n(ad — bc)?

‘= (@a+b)c+d)@+c)b+d)

X

Die Hypothesen flir den Test lauten:

Nullhypothese (HO): Die Genotypfrequenzen in Patienten- (beobachtet) und

Kontrollgruppe (erwartet) unterscheiden sich nicht.

Alternativhypothese (HA): Die Genotypfrequenzen in Patienten-(beobachtet)

und Kontrollgruppe (erwartet) unterscheiden sich.

Voraussetzungen fir die Durchfiihrung des Chi-Quadrat Testes ist eine Mindestzahl

von funf Beobachtungen pro Zelle.

2.2.4.3 Exakter Test nach Fisher

Der Chi-Quadrat Test nach Pearson stellt die Anforderung von mindestens funf
Beobachtungen pro Zelle. Diese Anforderung wird im Rahmen von genetischen
Fragestellungen haufig nicht erflillt. Als alternativer Test flr die Fragestellung des
Unterschiedes zwischen Stichprobe und Idealpopulation eignet sich der exakte Test
nach Fischer. Aufgrund eines probabilistischen Modells kann auch mit geringerer
Zellbesetzung gerechnet werden. Die Zielsetzung, Anwendung und Hypothesen sind

analog zum Chi-Quadrat Test.

2.2.4.4 Cochrane Armitage Trend Test

Der Cochrane Armitage Trend Test testet Unterschiede zwischen zwei kategorialen
Variablen und berlcksichtigt dabei einen Trend in der Starke des Einflusses der einen
Variablen auf die Andere. Dies dient in diesem Zusammenhang dazu, eine mdgliche
erhohte Wahrscheinlichkeit eines veranderten Phanotypes bei starkeren Mutationen zu
erfassen (unter der Annahme dass eine starkere Mutation zu einer erhdhten
Wahrscheinlichkeit einer Krankheit fuhrt). Der Armitage Trend-Test hat in Studien, in
denen man von der Annahme ausgeht, dass die Krankheitswahrscheinlichkeit mit
wachsenden Stufen des Risikofaktors steigt, eine bessere statistische Power als der
Chi-Quadrat Test.

Die Hypothesen flir den Test lauten:
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HO: Es zeigt sich kein Unterschied in der Frequenz der gefundenen Mutationen
zwischen Probanden und Kontrollgruppe, unter Bericksichtigung des

Schweregrad des Genotyps.

HA: Es zeigt sich ein Unterschied in der Frequenz der gefundenen Mutationen
zwischen Probanden und Kontrollgruppe, unter Berucksichtigung des

Schweregrad des Genotyps.
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3 Ergebnisse
3.1. Das SLC2A1-Gen

Das SLC2A1 Gen wurde bei allen Patienten analysiert, bei denen keine klassische

Rolando Epilepsie vorlag. Hieraus ergab sich eine GruppengréfRe von N = 80. Die
DNA-Sequenzanalyse ergab insgesamt sieben identifizierte Polymorphismen, die
bereits im  Reference SNP  Cluster Report verzeichnet sind. Die
Referenzdatengrundlage bei allen Patienten war Contig NT_032977.9. Ein klinischer
Effekt ist fir die beschriebenen Polymorphismen bislang nicht bekannt. Aul3erdem
konnten zwei neue bislang nicht vorbeschriebene Mutationen gefunden werden. Die
Analyse der Kopienzahlvariationen ergab bei dem SLC2A71 Gen keinerlei
Auffalligkeiten.
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Abbildung 3.1.1 Ideogramm des Chromosom 1.
Dargestellt ist das Chromosom 1 und das Gen SLC2A1 (gelber Pfeil) mit seinen zehn Exonen sowie den
Orten der gefundenen Polymorphismen.

3.1.1. Polymorphismus rs 11537640

Der Polymorphismus rs 11537640 wurde im untersuchten Kollektiv bei 21 Patienten
gefunden. In 19 Fallen trat er heterozygot, in zwei Fallen homozygot auf. Bei rs
11537640 handelt es sich um einen Basenaustausch an Position 43424519 bei

welchem die Nucleinbase Adenosin durch Cytosin ersetzt wird.
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Abbildung 3f| .2 Ansicht der identifizierten genotypischen Varianten von rs 11537640.
(Applied Biosystems Seqscape® 2.1.)

Aufgrund der Position im Intron hat die Punktmutation keinen unmittelbaren Einfluss
auf die Proteinbiosynthese. Es wurde bei exonnaher Position des Polymorphismus
eine Splice-Site Analyse mit dem Analyseprogramm NNSPLICE 0.9, bereitgestellt
durch das BDGP (Berkeley Drosophila Genome Project), durchgefiihrt. Unter
Spleil3stelle (englisch = splice-site) versteht man die Grenze zwischen Intron und Exon,
an der das sog. Spliceosom, ein Komplex aus Ribonukleinsdure und Protein, die
Introns aus der pra-mRNA nach erfolgter Transkription herausschneidet. Sowohl bei
der Wildtypsequenz als auch bei dem Polymorphismus rs 11537640 wurden nach
Angaben des Analyseprogramms die SpleiRstellen identisch und mit gleicher
Zuverlassigkeit (Wahrscheinlichkeitsscore = 0,7) erkannt. Ein Einfluss der
Punktmutation auf das Spleilverhalten konnte daher mit hoher Wahrscheinlichkeit

ausgeschlossen werden.

Im untersuchten Kollektiv wurden die Frequenzen fur den homozygoten Wildtypus (AA)
mit 0,74, fur das heterozygote (CA) Auftreten des Polymorphismus mit 0,24 und fur die
homozygote Punktmutation (CC) mit 0,02 bestimmt.

Tabelle 3.1-1 Tabellarische Ubersicht der im Kollektiv identifizierten Haufigkeiten der jeweiligen Genotypen
von rs 11537640.
Genotyp Absolut (n=80) Frequenz
AA 59 0,74
CA 1) 0,24
CC 2 0,02

Grundlage der Berechnung der Genotypfrequenzen in einer Idealpopulation mit Hilfe
des Hardy Weinberg Equilibriums waren die in der Datenbank unter der

Referenznummer ss23075545 angegebenen Frequenzen fir das major allel A von
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0,81 und das minor allel C von 0,19. Daraus ergaben sich die Genotypfrequenzen von
0,66 fir den Genotyp AA, 0,3 flir den Genotyp CA und 0,04 fir den Genotyp 0,04. Die
hieraus ermittelten erwarteten Haufigkeiten fir die untersuchte Stichprobe betrugen 53
(AA), 24 (CA) und 3 (CC).

Die Voraussetzung fur die Anwendung eines Chi-Quadrat-Tests nach Pearson von
mindestens funf Beobachtungen pro Zelle wurde nicht erfillt. Der Fisher’s Exact Test
zeigte keine signifikanten Unterschiede in der Haufigkeit des Auftretens der

Allelfrequenzen zwischen den Probanden und den Kontrollen (p = 0,604).

Der Cochrane Armitage Test for Trends zeigte unter Berlcksichtigung der ordinalen
Sortierung des Schweregrades keine signifikanten Unterschiede zwischen

untersuchtem Kollektiv und Kontrollgruppe (p = 0,276).

Die Nullhypothesen konnten nicht abgelehnt werden, d.h. es konnte keine
abweichende Haufung des detektierten Polymorphismus bei den untersuchten
Patienten gefunden werden. Aufgrund der vorliegenden Untersuchung kann mit hoher
Wahrscheinlichkeit angenommen werden, dass der detektierte Polymorphismus nicht

fur das Auftreten einer atypischen Rolando Epilepsie pradisponiert.

3.1.2. Polymorphismus rs 1385129

Der Polymorphismus rs 1385129 wurde insgesamt bei 21 Patienten identifiziert. Davon
stellte sich die Mutation in 20 Fallen heterozygot und in einem Fall homozygot dar. Bei
rs 1385129 handelt es sich um einen Basenaustausch der Nucleinbase Cytosin durch
Thymin (C > T) innerhalb des Exon 2 an Position 41649281. Der Austausch der
Nukleinbasen flhrt zur Bildung des Basentripletts GCT statt GCC. Bei der
Transkription werden die Nukleinbasen der DNA (A-T-G-C) in die Nukleinbasen der
RNA (A-U-G-C) umgeschrieben. Die hieraus resultierenden RNA-Tripletts GCU und
auch GCC kodieren beide fir die Aminosaure Alanin (Ala, A). Im Rahmen der
Proteinbiosynthese erfolgt somit wahrend der Translation kein Austausch einer
Aminosaure. Die Proteinfunktion bleibt erhalten. Man spricht daher von einer stillen
Mutation.
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Abbildung 3.1.3 Ansicht der identifizierten genotypischen Varianten von rs 1385129.
(Applied Biosystems Seqscape® 2.1)

Im untersuchten Kollektiv wurden die Frequenzen fir den homozygoten Wildtypus
(CC) mit 0,74, fur das heterozygote (TC) Auftreten des Polymorphismus mit 0,25 und
fur die homozygote Punktmutation (TT) mit 0,01 bestimmt.

Tabelle 3.1-2 Tabellarische Ubersicht der im Kollektiv identifizierten Haufigkeiten der jeweiligen Genotypen
von rs 1385129.
Genotyp Absolut (n=80) Frequenz
CC 59 0,74
TC 20 0,25
T 1 0,01

Grundlage der Berechnung der erwarteten Haufigkeiten mit Hilfe des Hardy Weinberg
Equilibriums waren die in der Datenbank unter der Referenznummer ss48421149
angegebenen Frequenzen fir das major allel C von 0,778 und das minor allel T von
0,222. Daraus ergaben sich die Genotypfrequenzen von 0,61 fir den Genotyp CC,
0,33 fur den Genotyp TC und 0,06 fir den Genotyp TT. Die hieraus ermittelten
erwarteten Haufigkeiten fur die untersuchte Stichprobe betrugen 49 (CC), 27 (TC) und
4 (TT).

Die Voraussetzung fur die Anwendung eines Chi-Quadrat-Tests nach Pearson von
mindestens funf Beobachtungen pro Zelle wurde nicht erfiullt. Der Fisher’s Exact Test
zeigte keine signifikanten Unterschiede in der Haufigkeit des Auftretens der

Allelfrequenzen zwischen den Probanden und den Kontrollen (p = 0,177).

Der Cochrane Armitage Test for Trends zeigte unter Berlcksichtigung der ordinalen
Sortierung des Schweregrades keine signifikanten Unterschiede zwischen
untersuchtem Kollektiv und Kontrollgruppe (p = 0,057).
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Die Nullhypothesen konnten nicht abgelehnt werden, d.h. es konnte keine
abweichende Haufung des detektierten Polymorphismus bei den untersuchten
Patienten gefunden werden. Aufgrund der vorliegenden Untersuchung kann mit hoher
Wabhrscheinlichkeit angenommen werden, dass der detektierte Polymorphismus nicht

fur das Auftreten einer atypischen Rolando Epilepsie pradisponiert.

3.1.3. Polymorphismus rs 11537641

Bei insgesamt 19 Patienten konnte der Polymorphismus rs 11537641 identifiziert
werden. Hierbei handelt es sich um einen Basenaustausch an Position 43396414 bei
dem die Nucleinbase Cytosin durch Thymin ersetzt wird. Der Basenaustausch fuhrt zu
keinem Aminosdureaustausch, da sowohl das Basentriplett TGC als auch das
Basentriplett TGT fiur die Aminosaure Cystein (Cys, C) kodieren. Ebenso wie beim

zuvor beschrieben Polymorphismus handelt es sich folglich um eine stille Mutation.

i T C G L T

1y

GTACTGEGGCCTGACC

Abbildung 3.1.4 Ansicht der identifizierten genotypischen Varianten von rs 11537641.
(Applied Biosystems Seqscape® 2.1)

Im untersuchten Kollektiv wurden die Frequenzen fir den homozygoten Wildtypus
(CC) mit 0,76, fur das heterozygote (TC) Auftreten des Polymorphismus mit 0,2 und far
die homozygote Punktmutation (TT) mit 0,04 bestimmt.

Tabelle 3.1-3 Tabellarische Ubersicht der im Kollektiv identifizierten Haufigkeiten der jeweiligen Genotypen
vonrs 11537641.
Genotyp Absolut (n=80) Frequenz
CC 61 0,76
TC 16 0,20
T 3 0,04

Grundlage der Berechnung der Genotypfrequenzen in einer Idealpopulation mithilfe

des Hardy Weinberg Equilibriums waren die in der Datenbank unter der

45



Ergebnisse

Referenznummer ss24791569 angegebenen Frequenzen fir das major allel C von
0,77 und das minor allel T von 0,23. Daraus ergaben sich die Genotypfrequenzen von
0,58 fur den Genotyp CC, 0,39 fir den Genotyp TC und 0,03 fiir den Genotyp TT. Die
hieraus ermittelten erwarteten Haufigkeiten fir die untersuchte Stichprobe betrugen 46
(CC), 31 (TC) und 3 (TT).

Die Voraussetzung fur die Anwendung eines Chi-Quadrat-Tests nach Pearson von
mindestens funf Beobachtungen pro Zelle wurde nicht erfillt. Der Fisher’s Exact Test
zeigte keine signifikante Unterschiede in der Haufigkeit des Auftretens der
Allelfrequenzen zwischen den Probanden und den Kontrollen (p = 0,032) unter

gleichzeitiger Beachtung der Bonferroni Korrektur.

Der Cochrane Armitage Test for Trends zeigte unter Berlcksichtigung der ordinalen
Sortierung des Schweregrades keine signifikanten Unterschiede zwischen
untersuchtem Kollektiv und Kontrollgruppe (p = 0,033).

Die Nullhypothesen konnten nicht abgelehnt werden, d.h. es konnte keine
abweichende Haufung des detektierten Polymorphismus bei den untersuchten
Patienten gefunden werden. Aufgrund der vorliegenden Untersuchung kann mit hoher
Wahrscheinlichkeit angenommen werden, dass der detektierte Polymorphismus nicht

fur das Auftreten einer atypischen Rolando Epilepsie pradisponiert.

3.1.4. Polymorphismus rs 2229682

Bei insgesamt 20 Patienten konnte der Polymorphismus rs 2229682 in Exon 5 des
SLC2A1 Gens an der Chromosomenposition 43395635 gefunden werden. Es handelt
sich hierbei um eine stille Mutation, bei der die Base Guanin durch Alanin ersetzt wird.
Das daraus resultierende Basentriplett CCA codiert ebenso wie das Referenztriplett

CCG fur die Aminoséaure Prolin.

L i F 1 pl ¥ © 1

CCCTGCTG CATCCCRECCCTGCTG
CCCTGCLL CATCCCRIGCCCTGCIG
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Abbildung 3.1.5 Ansicht der identifizierten genotypischen Varianten von rs 2229682.
(Applied Biosystems Seqscape® 2.1)
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Im untersuchten Kollektiv wurden die Frequenzen fir den homozygoten Wildtypus
(GG) mit 0,75, fur das heterozygote (GA) Auftreten des Polymorphismus mit 0,2 und
fur die homozygote Punktmutation (AA) mit 0,05 bestimmt.

Tabelle 3.1-4 Tabellarische Ubersicht der im Kollektiv identifizierten Haufigkeiten der jeweiligen Genotypen
von rs 2229682.
Genotyp Absolut (n=80) Frequenz
GG 60 0,75
GA 16 0,20
AA 4 0,05

Grundlage der Berechnung der Genotypfrequenzen in einer Idealpopulation mit Hilfe
des Hardy Weinberg Equilibriums waren die in der Datenbank unter der
Referenznummer ss24240819 angegebenen Frequenzen fiir das major allel G von
0,825 und das minor allel A von 0,175. Daraus ergaben sich die Genotypfrequenzen
von 0,68 fir den Genotyp GG, 0,29 fir den Genotyp GA und 0,03 fiir den Genotyp AA.
Die hieraus ermittelten erwarteten Haufigkeiten fir die untersuchte Stichprobe
betrugen 55 (GG), 23 (GA) und 2 (AA).

Die Voraussetzung fur die Anwendung eines Chi-Quadrat-Tests nach Pearson von
mindestens funf Beobachtungen pro Zelle wurde nicht erfullt. Der Fisher’s Exact Test
zeigte keine signifikante Unterschiede In der Haufigkeit des Auftretens der

Allelfrequenzen zwischen den Probanden und den Kontrollen (p = 0,38).

Der Cochrane Armitage Test for Trends zeigte unter Berlcksichtigung der ordinalen
Sortierung des Schweregrades keine signifikanten Unterschiede zwischen

untersuchtem Kollektiv und Kontrollgruppe (p = 0,66).

Die Nullhypothesen konnten nicht abgelehnt werden, d.h. es konnte keine
abweichende Haufung des detektierten Polymorphismus bei den untersuchten
Patienten gefunden werden. Aufgrund der vorliegenden Untersuchung kann mit hoher
Wahrscheinlichkeit angenommen werden, dass der detektierte Polymorphismus nicht

fur das Auftreten einer atypischen Rolando Epilepsie pradisponiert.
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3.1.5. Polymorphismus rs 35565219

Bei 14 Patienten konnte der Polymorphismus rs 35565319 im Intron, 30 Basenpaare
hinter dem Exon 9 zwischen der Chromosomenposition 43393246 und 43393247
ausfindig gemacht werden. Es handelt sich hierbei um eine Mutation, bei der
zusatzliche Nucleotide in die DNA eingebaut wurden, eine sog. Insertion. Im
vorliegenden Fall wurden die Nucleotide ATTTCTCACC zusatzlich eingebaut.

IIEEERRRRER

ACCATTTCTCACCCGCA
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Abbildung 3.1.6 Ansicht des Polymorphismus rs35565219.
Die genotypisch identifizierten Insertion der Nucleotide ATTCTCACC ist in lila dargestellt.

Aufgrund der exonnahen Lage wurde bei der gefundenen Mutation eine Splice-Site
Analyse mit dem Analyseprogramm NNSPLICE 0.9 durchgefihrt. Sowohl bei der
Wildtypsequenz als auch bei dem Polymorphismus rs 35565219 wurden nach
Angaben des Analyseprogramms die Spleil3stellen identisch und mit gleicher
Zuverlassigkeit (Wahrscheinlichkeitsscore = 0,92) erkannt. Ein Einfluss der
Punktmutation auf das Spleiverhalten konnte daher mit hoher Wahrscheinlichkeit

ausgeschlossen werden.

Die Mutation trat im untersuchten Kollektiv in einer Frequenz von 0,175 auf. Der
Polymorphismus war zwar im Reference SNP Cluster Report verzeichnet, jedoch lagen
keine Daten bezuglich der Haufigkeiten in der Normalbevdlkerung vor, so dass auf

weitere statistische Analysen verzichtet werden musste.

3.1.6. Polymorphismus rs 190760291

Bei zwei Patienten konnte im untersuchten Kollektiv im Intron, 346 Basenpaare hinter
dem Exon 10, ein Basenaustausch der Nucleinbase Guanin zu Cytosin detektiert
werden. Die Punktmutation tritt an Position 43392366 auf und ist im Reference SNP

Cluster Report unter der Bezeichnung rs 190760291 verzeichnet.
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Abbildung 3.1.7 Ansicht der identifizierten genotypischen Varianten von rs 190760291.
(Applied Biosystems Seqscape® 2.1)

Aufgrund der exonnahen Lage wurde bei der gefundenen Mutation eine Splice-Site
Analyse mit dem Analyseprogramm NNSPLICE 0.9 durchgefuhrt. Sowohl bei der
Wildtypsequenz als auch bei dem Polymorphismus rs 35565219 wurden nach
Angaben des Analyseprogramms die Spleifistellen identisch und mit gleicher
Zuverlassigkeit (Wahrscheinlichkeitsscore = 0,95) erkannt. Ein Einfluss der
Punktmutation auf das Spleiverhalten konnte daher mit hoher Wahrscheinlichkeit

ausgeschlossen werden

Die Mutation trat im untersuchten Kollektiv in einer Frequenz von 0,175 auf. Der
Polymorphismus war zwar im Reference SNP Cluster Report verzeichnet, jedoch lagen
keine Daten bezuglich der Haufigkeiten in der Normalbevdlkerung vor, so dass auf

weitere statistische Analysen verzichtet werden musste.

3.1.7. Polymorphismus rs 4658
Bei insgesamt 15 Patienten konnte an der Chromosomenposition 43392250 im Intron
462 Basenpaare hinter Exon 10 ein weiterer Polymorphismus detektiert werden. Es

zeigte sich hier ein Basenaustausch der Base Guanin zu Cytosin.
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Abbildung 3.1.8 Ansicht der identifizierten genotypischen Varianten von rs 4658.
(Applied Biosystems Seqscape® 2.1)
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Bei 13 Patienten lag die Mutation heterozygot vor, bei zwei Patienten homozygot.
Daraus ergaben sich beziiglich der Haufigkeiten des Auftretens der Genotypen fiir den
Wildtyp (GG) eine Frequenz von 0,81, fur die heterozygote Mutation (GA) eine

Frequenz von 0,16 und fur die homozygote Mutation (AA) eine Frequenz von 0,03.

Igr?er!e4g.518-.5 Tabellarische Ubersicht der im Kollektiv identifizierten Haufigkeiten der jeweiligen Genotypen
Genotyp Absolut (n=80) Frequenz
GG 65 0,81
CG 13 0,16
CcC 2 0,03

Aufgrund der exonnahen Lage wurde bei der gefundenen Mutation eine Splice-Site
Analyse mit dem Analyseprogramm NNSPLICE 0.9 durchgefuhrt. Sowohl bei der
Wildtypsequenz als auch bei dem Polymorphismus rs 4658 wurden nach Angaben des
Analyseprogramms die Spleilstellen identisch und mit gleicher Zuverlassigkeit
(Wahrscheinlichkeitsscore = 0,72) erkannt. Ein Einfluss der Punktmutation auf das

Spleiflverhalten konnte daher mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden.

Grundlage der Berechnung der Genotypfrequenzen in einer Idealpopulation mit Hilfe
des Hardy Weinberg Equilibriums waren die in der Datenbank unter der
Referenznummer ss52079079 angegebenen Frequenzen fir das major allel G von
0,75 und das minor allel C von 0,25. Daraus ergaben sich die Genotypfrequenzen von
0,53 fur den Genotyp GG, 0,43 fir den Genotyp CG und 0,04 fiir den Genotyp CC. Die
hieraus ermittelten erwarteten Haufigkeiten fir die untersuchte Stichprobe betrugen 43
(GG), 34 (CG) und 3 (CC).

Die Voraussetzung fur die Anwendung eines Chi-Quadrat-Tests nach Pearson von
mindestens funf Beobachtungen pro Zelle wurde nicht erfillt. Der Fisher’s Exact Test
zeigte signifikante Unterschiede in der Haufigkeit des Auftretens der Allelfrequenzen
zwischen den Probanden und den Kontrollen (p = 0,0037), d.h. mehr GG als erwartet

und mehr CG als erwartet.

Der Cochrane Armitage Test for Trends zeigte unter Berlcksichtigung der ordinalen
Sortierung des Schweregrades ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen
untersuchtem Kollektiv und Kontrollgruppe (p = 0,00076).
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Die Nullhypothesen konnten abgelehnt werden, d.h. es konnte eine abweichende
Haufung des detektierten Polymorphismus bei den untersuchten Patienten gefunden
werden. Der Polymorphismus trat signifikant seltener auf als erwartet. Eine Assoziation
des detektierten Polymorphismus zu atypischen Rolando-Epilepsien ist daher eher

unwahrscheinlich.

3.1.8. Mutation c.877t>c, Tyr293His

Zusatzlich fanden wir in Exon 7 bei einem Patienten eine heterozygot vorliegende
Mutation. Bei diesem Patienten zeigten sich elektroenzephalographisch
zentrotemporale Spikes mit anamnestisch vorliegenden Anfallen dhnlich den BECTS.
Zusatzlich zeigte das betroffene Kind klinisch myoklonische Absencen und eine
paroxysmale Choreoathetose. Der Indexpatient wurde folglich als moégliche ARE mit

zusatzlicher Choreoathetose klassifiziert.

Bei der gefundenen Mutation handelte es sich um einen Basenaustausch 10 Basen
hinter dem Beginn des Exon 7. Die Nucleinsdure Thymin wurde durch die Base
Cystein ersetzt. Der Basentausch resultiert in dem Basentriplett CAC, welches fir die
Aminosaure Histidin codiert. Beim Wildtyp liegt an dieser Position das Besentriplett
CAC, welches fur die Aminosaure Tyrosin codiert vor. Es handelt sich bei der

gefundenen Veranderung folglich um eine neue nicht synonyme Mutation.

1""'.
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Abbildung 3.1.9 Ansicht der identifizierten Mutation c.877T>C.

(Applied Biosystems Seqgscape® 2.1). Abgebildet sind die Referenzsequenz im obersten dunkelblauen
Feld, die jeweiligen Referenzaminosauren (Zeile unterhalb der Referenzsequenz), die ermittelten
Nucleinsauren als Balkendiagramm sowie das Elektropherogramm der DNA-Sequenz im Bereich der
Mutation.

Die vorliegende Mutation war in den internationalen Datenbanken bislang noch nicht
beschrieben. Die durchgefiihrte bioinformatische Bewertung mittels der Software

,PolyPhen-2“, welche evolutionare Konservierung, biochemische Eigenschaften der
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jeweiligen Aminosauren, Lokalisierung in funktionell wichtigen Proteindomanen und
Veranderungen im Spleilverhalten miteinbezieht ergab eine Klassifizierung als
.probably damaging“ (Score 0,991). In der Literatur wird fur ,PolyPhen-2“ die Rate an
Jfalsch positiv‘ vorhergesagten Mutationen mit ca. 20 % angegeben, dabei liegt die
Rate an korrekt vorhergesagten ,true positives® bei ca. 75 %. Da es sich hierbei um
eine bioinformatische Bewertung handelt, muss die klinische Relevanz dieser Mutation

im Zusammenhang mit der Familienanamnese bewertet werden.

Eine weitere Analyse der Mutation mittels der Software Mutation Taster ergab die

Vorhersage ,disease causing“ mit einem p-Wert von 0,99.

Zur Klarung der Frage, ob es sich bei der Mutation um eine Neumutation oder eine
vom Elternteil vererbte Mutation handelte, wurde der betroffene Genabschnitt der
elterlichen DNA ebenfalls untersucht. Bei beiden Elternteilen fanden sich keine

Sequenzabweichungen.

Die Auswirkungen der Mutation auf die Proteinstruktur wurde mit dem Programm
Phyre2 prognostiziert und in Abb. 3.1.10 dargestellt. Es wurde eine zusatzliche Faltung

einer intrazellularen Schleife vorhergesagt.

Tyr293His

Abbildung 3.1.10 Mutationsauswirkungen von c¢.877T>C auf die Proteinstruktur.

Links ist die dreidimensionale Proteinstruktur des Wildtypes (WT) und rechts die dreidimensionale
Proteinstruktur der gefundenen Mutation modelliert. Die prognostizierte dreidimensionale Struktur beider
Proteinvarianten wurde mit Jmol visualisiert. Die Zuverlassigkeit der vorhergesagten Modelle wird mit
>75% fur WT und Mutante bewertet.

3.1.9. Mutation ¢.715_716insC, His239Pfs*2

In Exon 6 konnte auflerdem eine heterozygot vorliegende Mutation detektiert werden.
Bei dem Indexpatienten zeigten sich elektroenzephalographisch zentrotemporale
Spikes mit anamnestisch vorliegenden Anféallen ahnlich den BECTS. Zuséatzlich zeigte

das betroffene Kind eine ataktisch-dystone Bewegungsstérung, eine globale
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Entwicklungsverzogerung sowie eine sekundare Mikrozephalie. Der Indexpatient
wurde folglich als mégliche ARE klassifiziert.

Bei der gefundenen Mutation handelte es sich um eine Insertion der Nucleinbase
Cytosin an der Aminosaurepositon 239. Hierdurch kommt es zu einer
Leserasterverschiebung (frameshift) mit einer veranderten Aminosauresequenz

(H239Pfs*2), welche Auswirkungen auf die Proteinstruktur haben kann.

Die vorliegende Mutation war in den internationalen Datenbanken bislang noch nicht
beschrieben. Die durchgefiuihrte bioinformatische Bewertung mittels der Software
,Mutation Taster® ergab eine Klassifizierung als ,disease causing“ (p=1). Mutation
Taster deklariert jedoch alle Sequenzveranderungen als krankheitsverursachend,
sobald sie zu einer Veranderung der Position des Stoppcodons flihren. Zur endgultigen
Bewertung dieser Mutation muss daher die klinische Relevanz dieser Mutation im

Zusammenhang mit der Familienanamnese betrachtet werden.

Zur Klarung der Frage, ob es sich bei der Mutation um eine Neumutation oder eine
vom Elternteil vererbte Mutation handelte, wurde der betroffene Genabschnitt der
elterlichen DNA ebenfalls untersucht. Zur Uberpriifung einer mdoglichen familidren
Segregation stand jedoch nur DNA der Kindsmutter zur Verfliigung, deren Sequenz
homozygot den WT zeigte.

Die Auswirkungen der Mutation auf die Proteinstruktur wurde mit dem Programm

Phyre2 prognostiziert und ist in Abb. 3.1.11 dargestellt.

‘C.‘715-716insC

q

Abbildung 3.1.11 Mutationsauswirkungen von 715_716insC auf die Proteinstruktur.

Links ist die dreidimensionale Proteinstruktur des Wildtypes und rechts die dreidimensionale
Proteinstruktur der gefundenen Mutation modelliert. Die prognostizierte dreidimensionale Struktur beider
Proteinvarianten wurde mit Jmol visualisiert. Die Zuverlassigkeit der vorhergesagten Modelle wird mit
>75% fur WT und Mutante bewertet.
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3.1.10. Analyse der Kopienzahlvariationen bei SLC2A1

Bei allen insgesamt 80 analysierten Patienten und Probanden konnte keine Deletion

oder Duplikation einzelner Exone des SLC2A1 Gens gefunden werden.
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3.2. Das PRRT2-Gen

Das PRRT2 Gen wurde bei allen Patienten analysiert, bei denen die Diagnosekriterien

die unter 2.2.1 erwahnt wurden vorlagen. Aufgrund von Unstimmigkeiten in den
diagnostischen Zuschreibungen musste bei insgesamt 6 Patienten festgestellt werden,
dass die Diagnosekriterien einer klassischen Rolandoepilepsie nicht hinreichend erfillt
waren. Hieraus ergab sich daher eine GruppengréRe von N = 193. Die
Sequenzanalyse ergab insgesamt vier identifizierte Polymorphismen die bereits im
Reference SNP Cluster Report verzeichnet sind. Die Referenzdatengrundlage bei allen
Patienten war Contig NT_010393.15. Ein klinischer Effekt ist fur die beschriebenen
Polymorphismen bislang unbekannt. Aulerdem wurde bei Verwendung von WGA-DNA
die haufige, bereits vorbeschriebene Mutation c.649-650insC gefunden, die als
wahrscheinlich krankheitsverursachend gilt. Die Analyse der Kopienzahlvariationen
ergab bei insgesamt vier Patienten eine komplette Duplikation des PRRT2 Gens. In

diesen Fallen wurde zusatzlich eine Segregationsanalyse durchgefihrt.

1ep1312
16121 —
18q122/
1802
18feaa

Abbildung 3.2.1 Ideogramm des Chromosom 16.
Dargestellt sind das Chromosom 16 und das Gen PRRT2 (gelber Pfeil) mit seinen vier Exonen sowie mit
den Orten der gefundenen Polymorphismen

3.2.1. Polymorphismus rs 76335820

Der Polymorphismus rs 76335820 wurde im untersuchten Kollektiv bei 4 Patienten
gefunden. In den detektierten Fallen trat der Polymorphismus jeweils heterozygot auf.
Bei rs 76335820 handelt es sich um einen Basenaustausch an Position 29765022 bei
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welchem die Nucleinbase Cytosin durch Thymin ersetzt wird. Der Basentausch
resultiert in dem Basentriplett CTC, welches fir die Aminosaure Leucin codiert. Beim
Wildtyp liegt an dieser Position das Basentriplett CCC, welches fir die Aminosaure
Prolin kodiert vor. Es handelt sich bei der gefundenen Veranderung folglich um eine
nicht synonyme Mutation.
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Abbildung 3.2.2 Ansicht der identifizierten genotypischen Varianten von rs 76335820.
(Applied Biosystems Seqscape® 2.1)

Die vorliegende Mutation war in den internationalen Datenbanken bereits beschrieben.
Auch Heron et al fanden in einer 2012 durchgefihrten Studie die Mutation bei
insgesamt 5,2 % eines gesunden australischen Kontrollkollektivs (Heron et al., 2012).
Eine pathogene Wirkung des Polymorphismus wurde bislang nicht beschrieben. Ein
Aminosaurewechsel an gleicher Position durch Guanin hingegen (c.747C > G) steht in

enger Assoziation zu PKD.

Im untersuchten Kollektiv wurden die Frequenzen fir den homozygoten Wildtypus
(CC) mit 0,98, fur das heterozygote (CT) Auftreten des Polymorphismus mit 0,02 und
fur die weitere heterozygote Punktmutation (AC) mit 0,00 bestimmt.

Tabelle 3.2-1 Tabellarische Ubersicht der im Kollektiv identifizierten Haufigkeiten der jeweiligen Genotypen
von rs 76335820.

Genotyp Absolut (n=193) Frequenz
CC 189 0,98
CT 4 0,02
AC 0 0,00

Grundlage der Berechnung der Genotypfrequenzen in einer Idealpopulation mit Hilfe

des Hardy Weinberg Equilibriums waren die in der Datenbank unter der
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Referenznummer ss491716767 angegebenen Genotypfrequenzen von 0,96 fir den
Genotyp CC, 0,03 fir den Genotyp CT und 0,01 fir den Genotyp AT. Die hieraus
ermittelten erwarteten Haufigkeiten fir die untersuchte Stichprobe betrugen 185 (CC),
6 (CT) und 2 (AT).

Die Voraussetzung fur die Anwendung eines Chi-Quadrat-Tests nach Pearson von
mindestens funf Beobachtungen pro Zelle wurde nicht erfullt. Der Fisher’s Exact Test
zeigte keine signifikante Unterschiede in der Haufigkeit des Auftretens der

Allelfrequenzen zwischen den Probanden und den Kontrollen (p = 0,32).

Der Cochrane Armitage Test for Trends zeigte unter Berlcksichtigung der ordinalen
Sortierung des Schweregrades keine signifikanten Unterschiede zwischen
untersuchtem Kollektiv und Kontrollgruppe (p = 0,15).

Die Nullhypothesen konnten nicht abgelehnt werden, d.h. es konnte keine
abweichende Haufung des detektierten Polymorphismus bei den untersuchten
Patienten gefunden werden. Aufgrund der vorliegenden Untersuchung kann mit hoher
Wahrscheinlichkeit angenommen werden, dass der detektierte Polymorphismus nicht

fur das Auftreten einer idiopathisch fokalen Epilepsie mit CTS pradisponiert.

3.2.2. Polymorphismus rs 11150573

Der Polymorphismus rs 11150573 wurde bei allen 193 Indexpatienten identifiziert. Die
Mutation stellte sich stets homozygot dar. Bei rs 11150573 handelt es sich um einen
Basenaustausch der Nucleinbase Thymin durch Cytosin (T > C) innerhalb des Exon 2
an Position 29765126. Der Austausch der Nucleinbasen fihrt zur Bildung des
Basentripletts CTG statt TTG. Die hieraus resultierenden RNA-Tripletts kodieren beide
fur die Aminosare Leucin (Leu, L). Im Rahmen der Proteinbiosynthese erfolgt somit
wahrend der Translation kein Austausch einer Aminosaure. Die Proteinfunktion bleibt
erhalten. Es lag somit eine stille Mutation vor.

57



Ergebnisse

il M\/\

AGCTCCCAGLTGGCA GGTC

Abbildung 3.2.3 Ansicht des identifizierten Genotypus von rs 11150573.
(Applied Biosystems Seqscape® 2.1)

Im untersuchten Kollektiv wurden die Frequenzen fir den homozygoten Wildtypus
(CC) mit 1,0, fur das heterozygote (CT) Auftreten des Polymorphismus mit 0,0 und fur

die homozygote Punktmutation (TT) mit 0,0 bestimmt.

Igrl])er!iElil]25-§5';a:3t-)ellarische Ubersicht der im Kollektiv identifizierten Haufigkeiten der jeweiligen Genotypen
Genotyp Absolut (n=193) Frequenz
1T 193 1,00
TC 0 0,00
CC 0 0,00

Grundlage der Berechnung der Genotypfrequenzen in einer Idealpopulation mit Hilfe
des Hardy Weinberg Equilibriums waren die in der Datenbank unter der
Referenznummer ss342425499 angegebenen Frequenzen fiur das major allel C von
0,991 und das minor allel T von 0,009. Daraus ergaben sich die Genotypfrequenzen
von 0,98 fir den Genotyp CC, 0,02 fir den Genotyp CT und 0,00 fir den Genotyp TT.
Die hieraus ermittelten erwarteten Haufigkeiten fir die untersuchte Stichprobe
betrugen 189 (CC), 4 (CT) und O (TT).

Die Voraussetzung fur die Anwendung eines Chi-Quadrat-Tests nach Pearson von
mindestens funf Beobachtungen pro Zelle wurde nicht erfillt. Der Fisher’s Exact Test
zeigte keine signifikante Unterschiede In der Haufigkeit des Auftretens der

Allelfrequenzen zwischen den Probanden und den Kontrollen (p = 0,12).
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Der Cochrane Armitage Test for Trends zeigte unter Berlcksichtigung der ordinalen
Sortierung des Schweregrades keine signifikanten Unterschiede zwischen
untersuchtem Kollektiv und Kontrollgruppe (p = 0,044) unter Beachtung der Bonferroni

Adjustierung.

Die Nullhypothesen konnten nicht abgelehnt werden, d.h. es konnte keine
abweichende Haufung des detektierten Polymorphismus bei den untersuchten
Patienten gefunden werden. Aufgrund der vorliegenden Untersuchung kann mit hoher
Wahrscheinlichkeit angenommen werden, dass der detektierte Polymorphismus nicht

fur das Auftreten einer idiopathisch fokalen Epilepsie mit CTS pradisponiert.

3.2.3. Polymorphismus rs 141436390

Der Polymorphismus rs 141436390 wurde im untersuchten Kollektiv bei 8 Patienten
gefunden. In allen 8 Fallen trat er heterozygot auf. Bei rs 141436390 handelt es sich
um einen Basenaustausch an Position 29766014, 55 Basenpaare hinter Exon 4, bei

welchem die Nucleinbase Cytosin durch Adenosin ersetzt wird.

Ll
ttgggcccatcccte ttgggceccatccocte
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Abbildung 3.2.4 Ansmht der |dent|f|2|erten genotypischen Varianten von rs 141436390.
(Applied Biosystems Seqscape® 2.1)

Aufgrund der Position im Intron hat die Punktmutation keinen unmittelbaren Einfluss
auf die Proteinbiosynthese. Bei exonnaher Position des Polymorphismus wurde eine
Splice-Site Analyse mit dem Analyseprogramm NNSPLICE 0.9, bereitgestellt durch
das BDGP (Berkeley Drosophila Genome Project), durchgefihrt. Sowohl bei der
Wildtypsequenz als auch bei dem Polymorphismus rs 141436390 wurden nach
Angaben des Analyseprogramms die Spleil3stellen identisch und mit gleicher
Zuverlassigkeit (Wahrscheinlichkeitsscore = 0,77) erkannt. Ein Einfluss der
Punktmutation auf das Spleilverhalten konnte daher mit hoher Wahrscheinlichkeit

ausgeschlossen werden
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Im untersuchten Kollektiv wurden die Frequenzen fiur den homozygoten Wildtypus
(CC) mit 0,96, fur das heterozygote (AC) Auftreten des Polymorphismus mit 0,04 und

fur die homozygote Punktmutation (AA) mit 0,0 bestimmt.

Ig:er!iiﬁ;gégag%élarische Ubersicht der im Kollektiv identifizierten Haufigkeiten der jeweiligen Genotypen
Genotyp Absolut (n=193) Frequenz
CC 185 0,96
AC 8 0,04
AA 0 0,00

Grundlage der Berechnung der Genotypfrequenzen in einer Idealpopulation mit Hilfe
des Hardy Weinberg Equilibriums waren die in der Datenbank unter der
Referenznummer ss491716770 angegebenen Genotypfrequenzen von 0,94 fir den
Genotyp CC, 0,06 fiur den Genotyp AC und 0,0 fir den Genotyp AA. Die hieraus
ermittelten erwarteten Haufigkeiten fir die untersuchte Stichprobe betrugen 181 (CC),
12 (AC) und 0 (AA).

Die Voraussetzung fur die Anwendung eines Chi-Quadrat-Tests nach Pearson von
mindestens funf Beobachtungen pro Zelle wurde nicht erfiullt. Der Fisher’s Exact Test
zeigte keine signifikante Unterschiede in der Haufigkeit des Auftretens der

Allelfrequenzen zwischen den Probanden und den Kontrollen (p = 0,49).

Der Cochrane Armitage Test for Trends zeigte unter Berlcksichtigung der ordinalen
Sortierung des Schweregrades keine signifikanten Unterschiede zwischen
untersuchtem Kollektiv und Kontrollgruppe (p = 0,36).

Die Nullhypothesen konnten nicht abgelehnt werden, d.h. es konnte keine
abweichende Haufung des detektierten Polymorphismus bei den untersuchten
Patienten gefunden werden. Aufgrund der vorliegenden Untersuchung kann mit hoher
Wabhrscheinlichkeit angenommen werden, dass der detektierte Polymorphismus nicht

fur das Auftreten einer idiopathisch fokalen Epilepsie mit CTS pradisponiert.

3.2.4. Polymorphismus rs 1045968

Bei 39 Patienten konnte der Polymorphismus rs 1045968 im Intron, 406 Basenpaare
hinter dem Exon 4 an der Chromosomenposition 29766365 ausfindig gemacht werden.

In allen 34 Fallen trat der Polymorphismus heterozygot, in funf Fallen homozygot auf.
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Bei rs 1045968 handelt es sich um einen Basenaustausch, bei welchem die
Nucleinbase Guanin durch Thymin ersetzt wird.

ccctggcchctcctcc ccctggoccgpectceoctece ccct,ggccgt:ctcctcc

il TN QUL
CCCTGGCC EY e 09090 Culeie wheo mpeleiaie poece mogh Wa sedgaiis il ssdiaiane e
CCEeTEECLEC T ECTC

dn. - - — lme N -
CCCTGGCCKECTCCTCC CCCTGGCC CICCICC
Abbildung 3.2.5 Ansicht der identifizierten genotypischen Varianten von rs 1045968.

(Applied Biosystems Seqscape® 2.1)

CCECTGGELC CTLCTCC

Aufgrund der exonnahen Lage wurde bei der gefundenen Mutation eine Splice-Site
Analyse mit dem Analyseprogramm NNSPLICE 0.9 durchgefuhrt. Sowohl bei der
Wildtypsequenz als auch bei dem Polymorphismus rs 1045968 wurden nach Angaben
des Analyseprogramms die Spleilstellen identisch und mit gleicher Zuverlassigkeit
(Wahrscheinlichkeitsscore=0,77) erkannt. Ein Einfluss der Punktmutation auf das

Spleiflverhalten konnte daher mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden.

Im untersuchten Kollektiv wurden die Frequenzen fir den homozygoten Wildtypus
(GG) mit 0,8, fur das heterozygote (GT) Auftreten des Polymorphismus mit 0,18 und
fur die homozygote Punktmutation (TT) mit 0,02 bestimmt.

Ig:er!i 3425—;16'ga.bellarische Ubersicht der im Kollektiv identifizierten Haufigkeiten der jeweiligen Genotypen
Genotyp Absolut (n=193) Frequenz
GG 154 0,80
GT 34 0,18
TT 5 0,02

Grundlage der Berechnung der Genotypfrequenzen in einer Idealpopulation mit Hilfe
des Hardy Weinberg Equilibriums waren die in der Datenbank unter der
Referenznummer ss43872638 angegebenen Frequenzen fir das major allel G von
0,836 und das minor allel T von 0,164. Daraus ergaben sich die Genotypfrequenzen
von 0,7 fir den Genotyp GG, 0,27 fir den Genotyp GT und 0,03 fir den Genotyp TT.
Die hieraus ermittelten erwarteten Haufigkeiten fir die untersuchte Stichprobe
betrugen 135 (GG), 52 (GT) und 6 (TT).
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Der Chi-Quadrat-Tests nach Pearson zeigte keine signifikante Unterschiede in der
Haufigkeit des Auftretens der Allelfrequenzen zwischen den Probanden und den
Kontrollen (p=0,078). Der Fisher’s Exact Test bestatigte das Ergebnis (p=0,069).

Der Cochrane Armitage Test for Trends zeigte unter Berlcksichtigung der ordinalen
Sortierung des Schweregrades keine signifikanten Unterschiede zwischen

untersuchtem Kollektiv und Kontrollgruppe (p = 0,045) unter Beachtung der Bonferroni
Adjustierung.

Die Nullhypothesen konnten nicht abgelehnt werden, d.h. es konnte keine
abweichende Haufung des detektierten Polymorphismus bei den untersuchten
Patienten gefunden werden. Aufgrund der vorliegenden Untersuchung kann mit hoher
Wahrscheinlichkeit angenommen werden, dass der detektierte Polymorphismus nicht
fur das Auftreten einer idiopathisch fokalen Epilepsie mit CTS pradisponiert.

3.2.5. Mutation ¢.649-650insC, p.Arg217Profs*8

In Exon 2 konnte aullerdem die bereits in der Literatur haufig genannte Mutation ¢.649-
650insC, p.Arg217Profs*8 detektiert werden. Die Mutation trat stets in den Fallen auf,
bei denen durch die Firma repli-g artifiziell replizierte Whole Genome Amplification

(WGA) DNA als Ausgangsmaterial zur Sequenzanalyse verwendet wurde.

Forward

Reverse

N\ p \ | [ ‘ "‘ I’H !

Abbildung 3.2.6 Ansicht der identifizierten Mutation ¢.649-650insC, p.Arg217Profs*8.
(Applied Biosystems Seqscape® 2.1) Abgebildet ist das Elektropherogramm der DNA-Sequenz im Bereich
der Mutation in den jeweiligen Elongationsrichtungen der vorwarts- und riickwartsgerichteten Primer.
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Bei der gefundenen Mutation handelte es sich um eine Insertion der Nucleinbase
Cytosin an der Aminosaureposition 649. Hierdurch kommt es zu einer
Leserasterverschiebung (frameshift) mit einer veranderten Aminosauresequenz

(p-Arg217Profs*8), welche Auswirkungen auf die Proteinstruktur haben kann.

Die vorliegende Mutation wurde in den internationalen Datenbanken mehrfach als
Hauptursache fir PKD beschrieben (Chen et al., 2014; Méneret et al., 2012b; Shi et
al.,, 2013) und in der Referenzdatenbank dbSNP als Polymorphismus unter
rs75497546 verzeichnet. Die durchgefuhrte bioinformatische Bewertung mittels der

Software ,Mutation Taster” ergab eine Klassifizierung als ,disease causing“ (p = 1).

Die Auswirkungen der Mutation auf die Proteinstruktur wurde mit dem Programm

Phyre 2 prognostiziert und in Abb. 3.2.7 dargestellt.

€.649-650insC

Abbildung 3.2.7 Mutationsauswirkungen von ¢.649-650insC auf die Proteinstruktur.
Links ist die dreidimensionale Struktur des Wildtypes und rechts die dreidimensionale Struktur der
gefundenen Mutation modelliert.

Auffallend war das gehaufte Auftreten der Mutation unter Verwendung von WGA DNA.
Wie bei allen auffalligen Befunden wurde die Sequenzierung bei den ausgewahlten
Proben zum Ausschluss eines methodischen Fehlers zur Befundsicherung wiederholt.
In der Versuchsreihe wurde dann jedoch sofern Vorhanden, auf original DNA
zurickgegriffen. Hier konnte die gefundene Mutation stets nicht mehr nachgewiesen

werden.

3.2.6. Analyse der Kopienzahlvariationen bei PRRT2

Zur Analyse auf mogliche Genotypabweichungen wurden Bestimmungen der
Kopienzahlvariationen mittels realtime PCR bei insgesamt 193 Patienten fir PRRT2
durchgeflhrt. Bei insgesamt vier Indexpatienten konnte eine komplette Duplikation des

untersuchten Genabschnittes identifiziert werden (3 %). Im Vergleich mit der Pravalenz
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in der Normalbevdlkerung (0,05 2011a) tauchten die
gefundenen CNVs somit signifikant haufiger im untersuchten Kollektiv auf (Fisher’s
Exact Test, P < 0,05, Odds Ratio (OR) = 40,5; 95 % Konfidenzintervall (Cl):11,7 -

104).

%)(Jacquemont et al.,

Die gefundenen Mutationstrager zeigten klinisch sowohl den Phanotyp RE (n = 1) als
auch ARE (n = 3) (Tab. 3.2-5). Alle Patienten mit klassischer Rolando Epilepsie zeigten
eine normale psychomotorische Entwicklung bei unauffalligen neuropsychologischen
Testuntersuchungen. Lediglich bei Patient 74.201 mit der Diagnose LKS zeigte sich
eine schwerwiegende globale Entwicklungsverzégerung. In der aktuellen Literatur gibt
es Hinweise auf das Vorliegen von Mikrozephalie und reduziertem BMI bei
Duplikationstragern (Jacquemont et al., 2011a; de Vries et al.,, 2012). Daten zur

Auswertung dieser Parameter bei den untersuchten Probanden lagen leider nicht vor.

Tabelle 3.2-5 PRRT2 Varianten und Phanotypen der Indexpatienten.
- Index- . . Epilepsie- . . o
Familie patient Patient Variante syndrom Anfallssemiologie Komorbiditat
Fokale Anfalle, Motorische und sprachliche
1 X 74.201 PRRT2:4,024kb Duplikation LKS generalisiert tonisch- Entwicklungsverzégerung, milde
klonische Anfalle intellektuelle Beeintrachtigung
Keine (unauffallige globale
. - Keine Anfalle, isolierte Entwicklung, normale
1 74.202 PRRT2:4,024kb Duplikation CTS EEG Auffélligkeit Sprachentwicklung)
Keine (unauffallige globale
1 74203  PRRT2:4,024kb Duplikation cTS Entwicklung, normale
Sprachentwicklung)
Keine (unauffallige globale
i - Keine Anfélle und/oder Entwicklung, normale
1 74.102 PRRT2:4,024kb Duplikation ® EEG Besonderheiten Sprachentwicklung)
2 X 101.301  PRRT2:4,024kb Duplikation ARE
2 101.201 PRRT2:4,024kb Duplikation ARE
3 X 98.201 PRRT2:4.024kb Duplikation ARE
Néchtliche generalisierte Keine (unauffallige globale
4 X 103 PRRT2:4,024kb Duplikation RE tonisch klonische Anfalle, Entwicklung, normale
postikateler Spracharrest Sprachentwicklung)

In Abbildung 3.2.8 sind die Stammbdume der betroffenen Individuen bei den
gefundenen Duplikationen graphisch dargestellt. In vier Familien konnte eine
Segregation der PRRT2 Varianten ausfindig gemacht werden. In den Féllen, in denen
eine Testung mdglich war (n = 2), waren alle Varianten vererbt, in beiden Fallen

maternal.
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74. 74
Familie 1 101 102 Familie 2
GRINZ
p.C213Y
*
74. 74. 74.
201 202 203
LKS cTs cTs 101,
GRIN2A GR.
p.C213Y p.C213Y
98. 98
101 102
Familie 3 Familie 4
* *
98. 98. 98. 103 103b
201 202 203
ARE RE TS
RBFOX1 Del/WT RBFOXI Del/WT
RBFOX3 Del/W1 RBFOX3 WT/WT
* = Duplikationstrager
Abbildung 3.2.8 Stammbaume der betroffenen Individuen mit ihren verfiigbaren Familieninformationen.
Eine Analyse auf mdégliche Segregation konnte fir die Indexpatienten 74.201 und 101.301 durchgefihrt
werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte ein Patient von 193 mit LKS ermittelt werden (0,5
%), der eine hemizygote Duplikation im PRRT2 Gen trug. Die detektierte Duplikation
erstreckte sich Uber 4,024 kb und beinhaltete somit das gesamte Gen inklusive aller
translatierenden Exone und deren flankierenden intronischen Sequenzen. Bei diesem
Indexpatienten 74.201 (Familie 1) konnte eine Analyse auf Segregation bei
ausreichenden Informationen Uber die Familie durchgefiihrt werden. Die PRRT2
Duplikation segregiert mit variablem Phéanotypus in Bezug auf Anfallssemiologie,
pathologischem EEG Muster und/oder intellektuellen Einschrankungen bei den
jeweiligen Familienmitgliedern. Einige Individuen trugen die familidare Mutation, zeigten
aber keinerlei klinische Affektionen. Hier zeigte sich das transmittierenden Elternteil
vollig symptomfrei zum Untersuchungszeitpunkt. Es ist jedoch nicht auszuschlieRen,
dass dies Elternteil zu friilheren Zeiten einmal CTS im EEG zeigte, wenn man bedenkt,
dass die Expression dieses Endophanotyps ihr Maximum bezuglich des
Manifestationsalters in der frihen Kindheit hat. Anhand von Familie 1 kann die

Variabiltdt der Phanotypen bei Duplikationstragern gut demonstriert werden. Wahrend
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der Indexpatient (74.201) am schweren LKS erkrankt war, zeigte seine jungere
Schwester (74.203) lediglich CTS im EEG. Das dritte Geschwisterkind (74.202)
hingegen zeigte CTS ohne Duplikationstrager zu sein. Erst kirzlich konnte gezeigt
werden, dass in dieser Familie ebenfalls eine neue Mutation p.C213Y GRINZ2A vorliegt
(Lemke et al.,, 2013). Wahrend die GRIN2A Mutation mit dem EEG Muster CTS
segregiert, scheinen PRRT2 Mikroduplikationen jedoch nicht fur diese

elektrophysiologische Komponente des Phanotyps mitverantwortlich zu sein.

Bei Indexpatient 101.301 (Familie 2) segregierte die Mutation hingegen mit
einheitlichem Phanotypus. Aufgrund fehlender Informationen und nicht vorhandener
DNA konnte bei der Familie des Indexpatienten 103 keine Segregationsanalyse
durchgefihrt werden. Bei Indexpatient 98.201 lagen von den Ubrigen
Familienmitgliedern lediglich WGA DNA vor, welche in der Analyse auf
Kopienzahlvariationen konstant nicht verwertbare Ergebnisse bei Nicht-Erreichen des
bendtigten Konfidenzintervalles lieferte.

66



Diskussion

4 Diskussion
41. SLC2A1-Analyse

4.1.1. Vorbekannte Polymorphismen

Im untersuchten Kollektiv konnten drei exonische (rs1115129 in Exon 2, rs11537641 in
Exon 4 und rs2229682 in Exon 5) und vier intronische (rs1385129, rs35565219, rs4658
und rs190760291) Polymorphismen gefunden werden. Die gefundenen Haufigkeiten
der Polymorphismen entsprachen den aus der Referenzdatenbank dbSNP
entnehmbaren Haufigkeiten grofRerer Populationsstudien. Die durchgefuhrte Analyse

war somit in unserem Kollektiv hinreichend prazise.

Bei den exonischen Mutationen handelt es sich stets um stille Mutationen ohne
Auswirkungen auf das kodierende Protein. Die Analysen ergaben fur keine der
gefundenen Polymorphismen eine klinische Relevanz. Es liegen somit wahrscheinlich

pathogenetisch bedeutungslose Polymorphismen vor.

Die Analyse der intronischen Mutationen ergab keinen Einfluss der Mutationen auf das
SpleiBverhalten. Auch hier ist somit nicht von dem Vorliegen einer pathogenetischen

Relevanz auszugehen.

Weitere seltene Polymorphismen fanden sich nicht. Dies kann durch den geringen
Stichprobenumfang von N = 80 bedingt sein.

4.1.2. Mutation Tyr293His und H239Pfs*2

Insgesamt konnten im untersuchten Kollektiv zwei de novo Mutationen gefunden
werden, die bislang noch nicht in der Literatur beschrieben wurden. Die
bioinformatischen Analysen schatzten die Mutationen als krankheitsverursachend ein.
Der eine Indexpatient zeigte eine paroxysmal exercise-induced dystonia (PED) mit
atypischen Absencen. Die vorliegende Anfallssemiologie erinnerte bei Rekrutierung
der Patienten zundchst an die Symptomatik einer ARE. Es lag jedoch zu keinem
Zeitpunkt der Untersuchung das charakteristische EEG Merkmal einer
Rolandoepilepsie vor. Der andere Indexpatient zeigte Symptome einer ARE und eine
Mikrozephalie. Die Hauptsymptome beider Indexpatienten waren PED bzw.
Mikrozephalie, wahrend die Merkmale der ARE am ehesten als Begleitsymptome zu
werten sind. In beiden Fallen lagen somit Komorbiditaten vor, die phanotypisch eher
dem klassischen GLUT1-Defekt, als der isolieten ARE nahe stehen. Bei den
Patienten, die ausschlief3lich an ARE erkrankt sind, fanden sich in der untersuchten
Stichprobe keine Mutationen. Es ist daher anzunehmen, dass es sich hierbei folglich

um einen Befund handelt, der das Vorliegen eines GLUT1-Defektes hinreichend
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erklaren kann, jedoch nicht vordergrindig etwas mit den gefundenen
elektroenzephalographischen und anfallssemiologischen Auffalligkeiten zu tun hat. Die
Befunde sprechen dafiir, dass eine Analyse von SLC2A1 nur in Ausnahmefallen bei
Patienten mit RE und ARE aussagekraftig ist. Genauer gesagt scheint eine Analyse
von SLC2A1 bei Patienten mit RE und ARE nur dann sinnvoll zu sein, wenn
Begleitsymptome vorliegen, die phanotypisch auch beim klassischen GLUT1-Defekt

vorkommen, wie z.B. PED oder Mikrozephalie.

4.1.3. Kopienzahlvariationen bei SLC2A1

Bei keinem der untersuchten Patienten fanden sich Abweichungen der
Kopienzahlvariationen in SLC2A71. Dies bestatigt die in der aktuellen Literatur
beschriebene Hypothese der Genotyp-Phanotyp Korrelation (Leen et al., 2010; Yang et
al., 2011). Demnach hatten sich bei Auftreten von gréReren Deletionen oder
Duplikationen auch besonders schwerwiegende Phanotypen finden missen. Solche
Falle waren jedoch nicht Bestandteil des untersuchten Kollektivs. Mikroduplikationen
und —deletionen scheinen somit pathogenetisch irrelevant fiir das Auftreten von ARE

zu sein und keine Rolle bei der Atiopathogenese zu spielen.

41.4. SLC2A1 und RE

Im untersuchten Kollektiv fanden sich zwei Mutationstrager. Diese zwei Indexpatienten
zeigten zwar Symptome der atypischen Rolandoepilepsie, gleichzeitig lagen aber auch
deutliche Merkmale des klinischen Vollbildes eines GLUT1-Defizienzsyndroms vor.
Das phanotypische Spektrum des klassischen GLUT1-Defektes wurde in den letzten
Jahren aufgrund zahlreicher neuer epilepsiegenetischer Erkenntnisse standig
erweitert. Das Spektrum umfasst mittlerweile unterschiedliche paroxysmale
Bewegungsstérungen bis hin zu epileptischen Anfallen mit inhomogener
Anfallssemiologie (Brockmann, 2009; Friedman et al., 2006; Guerrini et al., 1999; Joshi
et al., 2008; Overweg-Plandsoen et al., 2003; Scheffer, 2012; Striano et al., 2012; Suls
et al., 2008; Weber et al., 2011). Das Vollbild des GLUT1-Defizienzsyndroms ist durch
mentale und motorische Retardierung, Krampfanfalle, sekundare Mikrozephalie sowie
einer gemischten Bewegungsstérung bestehend aus Ataxie, Dystonie und Spastik
gekennzeichnet (Brockmann, 2009). Die gefundenen Ergebnisse deuten darauf hin,
dass das beim GLUT1-Defekt auch Symptome einer ARE auftreten kdnnen. Das
phanotypische Spektrum des GLUT1-Defektes kdnnte somit um den Aspekt der

atypischen Rolandoepilepsie erweitert werden.

Nichtsdestotrotz unterscheiden sich die beiden Indexpatienten in ihrem klinischen

Erscheinungsbild. Wahrend der Mutationstrager der Tyr293His Mutation an
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myoklonischen Absencen und PED leidet, finden sich beim Trager der His239Pfs*2
Mutation eine ataktisch-dystone Bewegungsstorung mit globaler
Entwicklungsverzdgerung und Mikrozephalie. In der durchgefihrten Untersuchung
konnte somit die bereits in der Literatur beschriebene Variabilitat und Heterogenitat
des Phanotyps von GLUT1-Defekten bestatigt werden. Die hohe phanotypische
Variabilitat spricht fir das Vorliegen unbekannter genetischer Faktoren, die bislang

noch nicht untersucht worden sind.

4.2. PRRT2-Analyse

4.2.1. Vorbekannte Polymorphismen

Im untersuchten Kollektiv konnten zwei exonische (rs76335820 und rs11150573) und
zwei intronische Polymorphismen (rs141436390 und rs1045968) in einer ahnlichen
Haufigkeit nachgewiesen werden, wie sie in groRen Populationsstudien ermittelt
worden sind. Hieraus ergibt sich, dass das untersuchte Kollektiv mit diesen
vergleichbar und die durchgefiihrte Analyse hinreichend préazise ist. Weitere sehr
seltene Polymorphismen fanden sich nicht. Dies kann unter anderem durch die

vergleichsweise kleine Personenzahl von 193 begrindet sein.

In Exon 2 kam es bei 2 % der Patienten zu einem heterozygoten Basenaustausch,
welcher Auswirkungen auf die Aminosauresequenz des codierenden Proteins hat —
c.647C > T fuhrt zum Einbau von Leucin anstelle von Prolin (p(Pro216Leu)). Diese
Sequenzabweichung ist in der Literatur bereits beschrieben worden (Heron et al.,
2012) und die Angaben der dbSNP Referenzdatenbank zeigten, dass es sich hierbei
um einen pathogenetisch bedeutungslosen Polymorphismus handelt. Die weitere
Mutation in Exon 2 hatte keinerlei Auswirkungen auf die Aminosduresequenz und

wurde ebenso als pathogenetisch nicht relevant eingestuft.

Auch die beiden intronischen Polymorphismen fiihrten laut splice-site Analyse zu
keiner Veranderung der Spliceprodukte, so dass nicht von einer pathogenetischen

Relevanz ausgegangen werden kann.

4.2.2. Mutation c.649-650insC, p.Arg217Profs*8

Die haufige Mutation p.Arg217Profs*8 zeigte sich im untersuchten Kollektiv nur bei
Verwendung von gesamt genomisch amplifizierter (Whole-Genome Amplified, WGA)
DNA. Bei der Untersuchung von WGA DNA welche mit dem repli-g
Amplifikationsverfahren der Firma Qiagen erzeugt wurde, zeigte sich stets die
p.Arg217Profs*8 Mutation. Eine vergleichbare Beobachtung machte auch eine

franzosische Arbeitsgruppe bei der Untersuchung von PRRT2 in Bezug auf autistische
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Stérungsbilder (Huguet et al., 2014). Die Mutation befindet sich in einer Region
bestehend aus vier Guaninen und neun Cytosinen und scheint in vitro und in vivo ein
héheres Mutationsrisiko zu beinhalten. Die Wiederholung der Sequenzierungen mit
originaler DNA ergab bei allen Proben ein unauffalliges Ergebnis. Interessanterweise
zeigt die aktuellste Version der Exome Variant Server (EVS) Datenbank, dass an der
selben Lokalisation der Mutation (hg19, chr16:29825015) 10 % der PRRT2 Allele ein
zusatzliches C aufweisen, wahrend weitere 10 % eine Deletion eines C’s tragen. Im
Hinblick auf die hohe Penetranz der Mutation in Bezug auf PRRT2-bezogenen
Erkrankungen ist es jedoch eher unwahrscheinlich, dass 20 % der PRRT2 Allele eine
frameshift Mutation aufweisen. Die hohen Frequenzangaben zu der A217PfsX8
Mutation in der exome variant server Datenbank kénnten eventuell auf whole exome
sequencing Angaben basieren, da hier die DNA in einem Reaktionsschritt amplifiziert
werden muss. Die Untersuchung der  Mechanismen die zur Entstehung der
A217PfsX8 Mutation fiihren war nicht Gegenstand dieser Arbeit. Jedoch kann die
Beobachtung, dass die Verwendung von kiinstlich amplifizierter DNA bei der DNA-
Sequenzierung von PRRT2 zum Einbau eines zusatzlichen C/G’s flhrt, dazu
beitragen, die zugrundeliegenden Mechanismen der Mutationsentstehung zu

verstehen.

4.2.3. Kopienzahlanalyse bei PRRT2

Bei vier von insgesamt 193 Patienten konnte die seltene Genvariante einer
Mikroduplikation des PRRT2 Gens identifiziert werden. Diese seltene Duplikation am
Lokus 16p11.2 wurde in bereits durchgefiihrten Studien bei verschiedenen
neurologischen Entwicklungsstérungen und Epilepsien beschrieben (Bedoyan et al.,
2010; Shinawi et al, 2010). 16p11.2 Mikrodeletionen  sind mit
Autismusspektrumstérungen,  Ubergewicht und herabgesetzten intellektuellen
Fahigkeiten mit und ohne Epilepsie assoziiert. Die reziproke Duplikation hingegen ist
mit Schizophrenie, Mikrozephalie, herabgesetzten intellektuellen Fahigkeiten und
Untergewicht assoziiert (Bijlsma et al., 2009; Jacquemont et al., 2011b; McCarthy et
al., 2009; Shinawi et al., 2010; Walters et al., 2010; Weiss et al., 2008; Zufferey et al.,
2012). Ein gehéauftes Auftreten von 16p11.2 Mikroduplikation bei Rolando Epilepsien
wurde erst kurzlich beschrieben (Dimassi et al., 2014). Die bislang umfangreichsten
Studie zu 16p11.2 Duplikationen belegt eine Zusammenhang der Mutation zu einem
erhdhtem Krankheitsrisiko fur RE und ARE (Reinthaler et al., 2014). In der hier
vorliegenden Arbeit tauchte die Duplikation in PRRT2 mit einer Pravalenz von 3 % auf.
Dies entspricht einer 60-fach erhéhten Pravalenz im Vergleich zur Normalpopulation

(Jacquemont et al., 2011b). Eine eindeutige Interpretation der Ergebnisse ist bei einer
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geringen Rate von gefundenen CNVs schwierig, da die gefundenen Haufigkeiten auch
seltene benigne Varianten sein kénnen. Das Risiko falsch positiver Befunde ist somit
erhoht. Einige Autoren gehen davon aus, dass nur etwa 10 % aller CNV Auffalligkeiten
in Kandidatengenen relevante Befunde seien (Carvill et al., 2013b). Dies scheint
jedoch nicht fur 16p11.2 Mikroduplikationen zu gelten. Hier liegt eine enge Assoziation
von Duplikation zu RE/ARE vor (Reinthaler et al., 2014). Obwohl die Duplikation nur
bei einer kleinen Untergruppe von Tragern identifiziert werden konnte, gelang es den
Autoren durch einen umfangreichen Stichprobenumfang und der Auswertung mehrerer
zehntausender genotypisierter Datensatze diesen Zusammenhang aufzuspiiren. Auch
wenn in der hier vorliegenden Arbeit der Stichprobenumfang mit 193 relativ klein war,
zeigten sich ahnliche Haufigkeitsverteilungen wie in den Studien von Jacquement und
Reinthaler. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass die Untersuchungen
hinreichend prazise durchgefiihrt worden sind. Die hier ermittelte OR scheint
nichtsdestotrotz mit 40,5 den Zusammenhang zu Uberschatzen. Grund hierfir duirfte
sein, dass sich in der untersuchten Kohorte auch Patienten mit positiver

Familienanamnese fanden.

Im untersuchten Kollektiv ist eine heterogene Bandbreite an Phanotypen mit PRRT2
Duplikationen assoziiert. In Familie 1 segregiert die Duplikation mit einem variablen
Phanotypus an Anfallssemiologie, pathologischem EEG Muster und intellektuellen
Einschrankungen (s. Abb. 3.2.7). Einige Individuen tragen die familiare Mutation,
zeigen aber keinerlei klinische Affektionen. Hier war das transmittierende Elternteil zum
Untersuchungszeitpunkt vollig symptomfrei. Dies spricht fur das Vorliegen einer
inkompletten Penetrance der Mutation oder einem Mosaik-Vererbungsmuster. Es ist
jedoch nicht auszuschlieRen, dass dieses Elternteil zu friheren Zeiten einmal CTS im
EEG zeigte, wenn man berticksichtigt, dass die Expression dieses Endophanotyps ihr
Maximum der Manifestation in der frihen Kindheit hat. Zeitgleich variieren
Schweregrad und Auspragung der Phanotypen in beachtlicher Weise zwischen den
betroffenen Individuen ein und derselben Familie. In Familie 1 leidet der Indexpatient
(74.201) am schweren LKS wahrend seine jliingere Schwester (74.203) lediglich CTS
im EEG zeigt (s. Abb. 3.2.7). Ein Hinweis fir die Richtigkeit der Beobachtung der
phanotypischen Varianz im untersuchten Kollektiv liefern Studien, in denen bereits
Abweichungen von Kopienzahlvariationen als sichere Risikofaktoren fir Epilepsie
identifiziert wurden (Helbig et al., 2009; de Kovel et al., 2010). Auch wenn die
zugrundeliegenden Mechanismen noch nicht vollstandig verstanden sind, scheinen
genetische Modifikatoren oder Umweltfaktoren bei der Expression von PRRT2 eine

Rolle zu spielen.
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Bei zwei Indexpatienten wurden in einer zeitgleich durchgefihrten umfangreichen
EuroEPIGENOMICS Studie zur Untersuchung von Genalterationen bei Rolando
Epilepsien Mutationen in zwei weiteren Kandidatengenen gefunden. So liegt bei
Familie 1 beim Indexpatienten und seinen Geschwistern auch eine heterozygote
Mutation im GRIN2A Gen vor (p.Cys231Tyr) (Lemke et al., 2013) (s. Abb. 3.2.7).
GRIN2A wurde erst kurzlich als wichtiger genetischer Risikofaktor in der
Atiopathogenese von RE identifiziert (Lemke et al., 2013). GRIN2A kodiert fiir die
NR2A Untereinheit im NMDA Rezeptor. Mutationen in diesem Gen flihren zu
Veranderungen der Strukturuntereinheit und haben somit Einfluss auf die
elektrophysiologischen Eigenschaften des Rezeptors (Balu and Coyle, 2011). An
Tiermodellen konnte bereits ein Zusammenhang zu Temporallappenepilepsien und
idiopathischen Absence Epilepsien gezeigt werden (Frasca et al., 2011; Lacey et al.,,
2012; Di Maio et al., 2012; Niimura et al., 2005). Da viele Antikonvulsiva an NMDA
Rezeptoren angreifen, kénnte diesem Befund in den kommenden Jahren eine
besondere Bedeutung zukommen. In der vorliegenden Untersuchung zeigt sich in
Familie 1 die GRIN2A Mutation nicht bei der Mutter, welche klinisch symptomfrei,
jedoch Trager der PRRTZ2 Duplikation ist (s. Abb. 3.2.7). Es ist daher nicht
auszuschlieBen, dass PRRT2 Mutationen ihre volle pathogene Wirksamkeit erst

zusammen mit GRIN2A Mutationen entfalten.

In Familie 4 zeigt sich beim Indexpatienten zusatzlich zur gefundenen PRRT2
Duplikation eine Deletion in RBFOX1 und RBFOX3 (s. Abb. 3.2.7). Diese beiden
Kandidatengene wurden in einer parallel durchgefihrten EuroEPINOMICS Studie
untersucht (Lal et al., 2013a). Abweichungen der Kopienzahlvariationen wurden
bislang mit mentaler Retardiertheit in Komorbiditdt mit Krampfanfallen, ADHS und
Autismus assoziiert (Bhalla et al., 2004; Davis et al., 2012; Elia et al., 2012; Martin et
al., 2007). In einer weiteren Studie konnte ein Zusammenhang zwischen Deletionen
von RBFOX1 und idiopathisch generalisierten Epilepsien hergestellt werden (Lal et al.,
2013b). In vitro Untersuchungen ergaben Hinweise darauf, dass eine
Herunterregulation des Genproduktes zu alternativem Splicing in zahlreichen
Epilepsiekandidatengenen wie SLC1A3, DCX, GABRB3, KCNQ2 u.a. fuhren (Dredge
and Jensen, 2011; Lee et al.,, 2009; Nakahata and Kawamoto, 2005). RBFOX3
Mikrodeletionen sind insgesamt sehr selten. Mutationen in beiden Genen scheinen das
Risiko eine RE zu erhalten zu erhéhen (Lal et al., 2013a). Unter der Annahme, dass
die Atiopathogenese von RE multifaktoriell bedingt ist und ein polygenetischer
Vererbungsmodus vorliegt, liegt die Vermutung nahe, dass PRRTZ2 Duplikationen im
Zusammenspiel mit RBFOX1 und RBFOX3 Mikroduplikationen Einfluss auf das Risiko
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der Entstehung einer RE nehmen. Diese Hypothese kann jedoch mit der vorliegenden
Untersuchung nicht Uberprift werden und bleibt somit Gegenstand zukunftiger

Untersuchungen.

Zusammenfassend erharten die Befunde der gefundenen Abweichungen der
Kopienzahlvariationen in PRRT2 den Zusammenhang zwischen 16p11.2 Duplikationen
und idiopathisch fokalen Epilepsien mit zentrotemporalen Spikes. Das PRRT2-
bezogene phanotypische Spektrum kann somit um Rolando Epilepsien erweitert
werden. Die vorliegende Untersuchung ergibt, dass Mikrodeletionen und -duplikationen
in PRRT2 nicht monokausal mit RE assoziiert sind. Duplikationen in PRRT2 sind mit
einem hoéheren Risiko an RE und ARE zu erkranken vergesellschaftet, scheinen
jedoch nicht allein an der Pathogenese der Erkrankungsbilder beteiligt zu sein. PRRT2

Mikroduplikationen fungieren somit als Suszeptibilitatsfaktor mit nicht hoher Penetranz.

4.2.4. PRRT2 und RE

Im untersuchten Kollektiv ergab die Sequenzanalyse von PRRT2 keine auffalligen
Befunde. In der aktuellen Literatur finden sich zahlreiche Hinweise fir das Vorliegen
eines erhdhten Krankheitsrisikos bei PRRT2 Mutationen und vielen Epilepsieformen,
die phanotypisch zum Teil den idiopathisch fokalen Epilepsien mit zentrotemporalen
Spikes ahneln (Chen et al., 2011; Cloarec et al., 2012; Gardiner et al., 2012; Liu et al.,
2012; Riant et al., 2012b; Scheffer et al., 2012; Schubert et al., 2012; Swoboda et al.,
2000). Die Ergebnisse der durchgefuhrten Untersuchung deuten daraufhin, dass

Sequenzabweichungen in PRRT2 das Risiko eine RE/ARE zu erleiden, nicht erhéhen.

Aus der auf den ersten Blick widerspriichlichen Situation, dass bislang bei
Rolandoepilepsien nahezu ausschliellich Neumutationen gefunden wurden,
gleichzeitig aber meistens eine positive Famlienanamnese bezlglich Krampfanfalle zu
erhoben werden kann, ergibt sich ein Ansatzpunkt fir weitere Studien. Zur Erklarung
des Widerspruches wird hypothetisch von einem polygenetischen Geschehen
ausgegangen bei dem mehrere Mutationen zusammen wirken mussen, um das
jeweilige klinische Bild auszulésen. Hierin kénnte auch eine Erklarung dafur liegen,
dass gleiche oder ahnliche Mutationen im PRRT2 Gen bei verschiedenen Menschen
zur Manifestation unterschiedlicher Epilepsiesyndrome fiihren. Die Arbeitsgruppe um
Scheffer und Berkovic stellt in diesem Zusammenhang die Vermutung an, dass es sich
bei den modifizierten genetischen Merkmalen vielleicht weniger um Mutationen als um

Polymorphismen handeln kénnte (Scheffer and Berkovic, 2003).

In der durchgefiihrten Untersuchung konnte gezeigt werden, dass bei einigen

Patienten mit der Diagnose einer idiopathischen fokalen Epilepsie mit
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zentrotemporalen Spikes Mikroduplikationen im PRRT2 Gen vorliegen. Dieser Befund
weist darauf hin, dass bei der Suche nach Mutationen sequenzbasierte Verfahren

durch die Analyse von Kopienzahlvariationen komplettiert werden sollten.

4.3. ,,Common vs Rare Variant“ -Hypothesen

In der vorliegenden Studie wurde bei Patienten mit idiopathisch fokaler Epilepsie mit
rolandischen Spikes das SLC2A71- und PRRT2 Gen auf seltene Genvarianten (rare
variants) untersucht. Grundlage der Fragestellung ist die ,common-disease-multiple
rare variant® (CD/MV) Hypothese, nach der seltene DNA Sequenzvariationen mit
hohen Effektstarken (Freq. <1 %; OR>2) Suszeptibilitdtsfaktoren fur die Entstehung
haufiger Erkrankungen darstellen (Pritchard and Cox, 2002). Diese Varianten kénnen
durch Sequenzierung erfasst werden. In seltenen Fallen fihren genetische Variationen
zu einer monogenen Form einer Erkrankung. Beispielsweise genugt Dbei
monogenetischen Epilepsien wie dem Dravet-Syndrom eine einzige Mutation in dem

Schlisselgen SCN1A um die Krankheit auszulésen.

Effektstarke
(Odds Ratio)
hoch
Seltene Beispiele
Seltene haufiger
A“e‘varianten A"elvarianten mlt
(monogene hoher
Erkrankungen) Penetranz(haufige
Erkrankungen)
Allelvarianten in
niedriger
Frequenz
(intermediarer
Effekt)
Seltene Haufige
Allelvarianten mit Allelvarianten
geringer (haufige
Penetranz Erkrankungen)
niedrig ' Allel-
0,001 0,05 frequenz
selten haufig
Abbildung 4.3.1 Identifizierbarkeit von Variationen nach Frequenz und Effektstarke.
Dargestellt sind Bereiche aus der mdglichen Streuung von genetischen Variationen, in Abhangigkeit der
Allelfrequenz und der Effekistdrke. Die gestrichelten Linien grenzen die Bereiche ein, die mit
gegenwartigen Methoden erfasst werden kdnnen. Modifiziert nach Manolio et al. (2009).
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In der durchgeflhrten Untersuchung konnten zwei seltene Mutationen im SLC2A7-Gen
bei Patienten mit GLUT1-DS gefunden werden (c.877T>C/p.Tyr293His und c¢.715-
716insC/p.His239Profs*2). Diese beiden Falle kdnnen als maximale Variante der
CD/MV-Hypothese betrachtet werden (s. Abb. 4.3.1 seltene Allelvarianten).

Aulerdem wurden die haufig vorkommenden Polymorphismen (common variants) auf
eine Assoziation zu idiopathisch fokaler Epilepsie mit CTS untersucht.
Assoziationsstudien basieren auf der ,common-disease-common variant® (CD/CV)
Hypothese. Die CD/CV Hypothese stellt die divergierende Meinung zur CD/MV-
Hypothese dar und geht davon aus, dass haufige Alellvarianten (Freq.>1) mehrerer
Gene mit jeweils geringen Effektstéarken (OR<2) als Summationseffekt das individuell
vorhandene Erkrankungsrisiko bestimmen (Lohmueller et al., 2003). Demnach misste
es bei der Vererbung zu einem komplexen Zusammenspiel mehrerer Polymorphismen
kommen, wobei jeder einzelne Polymorphismus nur einen geringen Effekt hat und sich
erst in Kombination mit mehreren anderen Allelvarianten auswirkt. Das genetische
Risiko an einer RE zu erkranken ware dann einerseits durch die Summe vieler
einzelner Varianten mit im einzelnen geringen Effekt und seltenen Varianten mit im
einzelnen groRem Effekt bedingt (Manolio et al., 2009). Die durchgefuhrte

Assoziationsanalyse ergab beim untersuchten Kollektiv keine signifikanten Ergebnisse.

Des weiteren konnten in der durchgefuhrten Studie im PRRT2 Gen
Kopienzahlvariationen gefunden werden, welche in niedriger Frequenz auftraten (Freq.
0,02). Wie der Abbildung 4.3.1 zu entnehmen ist, lasst sich den gefundenen
Auffalligkeiten nach der CD/CV- bzw. CD/MV- Hypothese ein intermediarer Effekt
zuschreiben. Dies verdeutlicht die Schwierigkeit der Interpretation der erhobenen

Befunde.

Bei idiopathischen fokalen Epilepsien mit CTS besteht eine hohe genetische
Heterogenitat. Bei den Rolando Epilepsien liegt daher ein komplexes, multifaktorielles
polygenes Vererbungsmodell vor. Nach diesem Modell kdnnen samtliche genetische
Varianten, sowohl haufige als auch seltene, in unterschiedlichen Kombinationen zur
Entstehung einer Rolando Epilepsie pradisponieren und verschiedene Unterformen
hervorrufen (Dibbens et al., 2007; Mulley et al., 2005). Genetische Varianten mit hohen
Effektstarken werden demnach in Multiplexfamilien angereichert sein, wahrend
sporadische Einzelfalle eine breitere Streuung der Effektstarken sowie eine hdhere
Anzahl an pradisponierenden Genvarianten aufweisen (Ottman, 2005; Winawer et al.,
2002). Derzeitig werden die drei molekulargenetischen Strategien genomweite

Kopplungsstudie, Assoziationsanalyse und Sequenzanalyse verwandt, um die
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unterschiedlichen genetischen Komponenten des multifaktoriellen polygenen
Vererbungsmusters bei Rolando-Epilepsien zu erfassen. Durch genomweite
Kopplungsstudien bei familidren idiopathischen fokalen Epilepsien mit rolandischen
Spikes kénnen einzelne genetische Faktoren mit relativ starken Effektstarken lokalisiert
und ggf. positionell identifiziert werden. Mit Hilfe komplementarer Assoziationsanalysen
kénnen Sequenzvarianten mit gering disponierenden Effekten erfasst werden. Zur
Ermittlung zahlreicher seltener Sequenzvariationen mit ausgepragter Effektstarke
werden Sequenzanalysen der kompletten Exome bzw. Genome durchgefiihrt. Erst
zusammengenommen haben diese drei Verfahren das Potential, ein Grofteil der

Heretabilitat zu erklaren.

4.4. Weiterfuhrende Untersuchungen und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnten im untersuchten Kollektiv mehrere Polymorphismen
gefunden werden, bei denen nach statistischer und bioinformatischer Analyse von
keiner pathogenetische Relevanz auszugehen ist. Dies schliel3t jedoch ein mégliches
Zusammenspiel der Polymorphismen zur Krankheitsentstehung nicht aus. Zur
Untersuchung eines Summationseffektes kdnnte als weiterfuhrende Untersuchung
eine Haplotypenanalyse auch unter Einbeziehung der gefundenen
Kopienzahlvariationen in PRRT2 und weiterer Kandidatengene wie beispielsweise
GRIN2A und RbFOX1 und 3 durchgeflhrt werden.

Bei den untersuchten Patientinnen und Patienten mit Epilepsien aus dem Formenkreis
der idiopathischen fokalen Epilepsien mit zentrotemporalen Spikes konnte die
ursachliche Mutation nicht gefunden werden. Es scheint daher naheliegend, andere -
im Zusammenhang mit idiopathisch fokalen Epilepsien relevante - Gene zu
untersuchen. Hierbei erscheinen GRIN2A und RbFOX am vielversprechendsten.
Weitere Kandidatengene sind DEPDCS5 und QPRT. QPRT ist von Interesse, da es das
Enzym Quinolinat-Phosphoribosyltransferase kodiert, welches die Ubertragung eines
Ribosemolekils auf Quinolinsdure katalysiert und somit einen wichtigen Teilschritt bei
der Biosynthese von NAD+ darstellt (Schwarcz et al., 2012). Eine Injektion von
Quinolinsaure in Mausehirnen verursacht im Tiermodell epileptische Anfélle (Lapin,
1978). AuBerdem sind erhdhte Quinolinsadurelevel in menschlichem Hirngewebe mit
neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert (Németh et al., 2005; Vamos et al.,,
2009).

Mutationen, die nicht exonisch sind, sondern im Bereich des Promotors liegen, wurden
durch die hier durchgefiihrte Sequenzanalyse in SLC2A1 und PRRT2 nicht erfasst. Es

ist daher mdglich, dass auch bei Patienten, bei denen ein negativer Befund erhoben
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wurde, die ursachliche Mutation dennoch im SLC2A17- oder PRRT2-Gen liegt. Eine
Untersuchung der Promotorregion durch Exomsequenzierung der in der vorliegenden

Arbeit untersuchten Stichprobe kdnnte diese Frage zukunftig hinreichend beantworten.

Eine Untersuchung der gesamten 16p11.2 Region wurde parallel zur hier vorliegenden
Arbeit durch die Arbeitsgruppe um Reinthaler et al. durchgefihrt. Dort wurde ein
Patient mit RE beschrieben, bei dem sich eine partielle Duplikation in 16p11.2 fand,
welche das QPRT Gen mit einschloss, sich jedoch nicht Uber das PRRT2 Gen
erstreckte (Reinthaler et al., 2014). Dies verdeutlicht, dass man keineswegs davon
ausgehen kann, dass PRRTZ2 monokausal an der Pathogenese von RE und ARE
beteiligt ist, sondern es sich vielmehr aus einem diffizilen Zusammenspiel mehrerer
Gene in dieser kritischen Region handelt. Welche Rolle die einzelnen 28 Gene in
16p11.2 und somit auch PRRT2 bei der Pathogenese von RE und ARE spielen, bleibt
somit eine offene Frage fur zukinftige Studien und kdnnte durch eine funktionelle
Analyse dieser Genregion z.B. in Form einer Sequenzanalyse aller einzelnen Gene

beantwortet werden.

16p11.2 Duplikationen gelten als Risikofaktoren fir Autismusspektrumstérungen und
stellen somit ein wichtiges Verbindungsglied zwischen Epilepsien und Erkrankungen
aus dem autistischen Formenkreis dar (Malhotra and Sebat, 2012). Besonders
schwere Verlaufsformen einer Epilepsie gehen nicht selten mit mentaler Retardation
und sprachlicher Entwicklungsverzdgerung einher und zeigen somit Symptome aus
dem autistischen Krankheitskomplex (Matsuo et al., 2010; Saemundsen et al., 2007;
Steffenburg et al., 2003). Zeitgleich ist die Pravalenz von Epilepsien bei an Autismus
Erkrankten erhdht (Spence and Schneider, 2009). Klinischen Beobachtungen zufolge
teilen sich idiopathisch fokale Epilepsien mit zentrotemporalen Spikes und ein weites
Spektrum an neuropsychiatrischen Syndromen und Symptomen (wie z.B. kognitive
Defizite, sprachliche Entwicklungsverzégerungen, Autismusspektrumstérungen und
Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitatsstérungen) eine gemeinsame Atiologie (Clarke
et al., 2007; Tovia et al., 2011). 16p11.2 Duplikationen gelten als gemeinsamer
genetischer Suszeptibilitatsfaktor (Reinthaler et al., 2014). In unserem Kollektiv fand
sich kein Patient mit typischen autistischen Krankheitszeichen. Die erhobenen Daten
erlauben daher keinerlei Rickschlisse, inwieweit eine PRRTZ2 Duplikation fir das
gleichzeitige Auftreten von idiopathisch fokalen Epilepsien mit zentrotemporalen
Spikes und Autismus pradisponiert. Welchen Stellenwert PRRT2 an der Pathogenese
von autistischen Stérungen mit begleitenden Epilepsien einnimmt oder ob diese zwei
Phanotypen eventuell auch nur =zufdllig gehauft parallel auftreten, bleibt somit

Gegenstand weiterfuhrender Untersuchungen.
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Im heutigen Zeitalter ermodglichen neue Techniken die schnelle und kostengunstige
Sequenzierung zahlreicher Gene, des Exoms oder sogar des gesamten Genoms.
Mithilfe sogenannter Gen-Panels kann eine Liste von Erkrankungsgenen gleichzeitig
sequenziert werden. Diese neuen Technologien der Hochdurchsatzsequenzierung
werden unter dem Begriff des Next Generation Sequencing (NGS) vereint und lauten
ein neues Zeitalter in genetischer Forschung und Diagnostik ein. In grofen
Forschungskonsortien wie Epi4K und EuroEPINOMICS (www.euroepinomics.org)
werden momentan De-novo Mutationen bei seltenen Epilepsiessyndromen an
Patienten-Eltern-Trios gesucht. Die Einzelgensequenzierung bei Verdacht auf
idiopathische Epilepsie wird in naher Zukunft vermutlich durch Gen-Panel
Untersuchungen ersetzt. Ein Nachteil des Einsatzes der NGS-Techniken ist das
vermehrte Aufkommen von Variants of Unknown Significance bei gréRerem Einsatz
der Screening Untersuchungen. Hierbei handelt es sich um genetische Varianten, die
sich mit dem heutigen Wissen nicht eindeutig auf ihre Kklinische Bedeutung
interpretieren lassen. Diese Befunde stellen bei der Beratung von Patienten im
klinischen Alltag eine besondere Herausforderung dar. Zu Beginn dieser Arbeit waren
die in der Untersuchung verwendeten Methoden (Sequenzierung nach Sanger) zur
Detektierung seltener Varianten noch ,state of the art“. Mit zunehmender Etablierung
des NGS wird diese Methode vermutlich bald obsolet sein. Eine Untersuchung auf
seltene Varianten in einem Genabschnitt, wie sie in dieser Studie durchgefiihrt wurde,
kann mittlerweile innerhalb eines Tages bei erheblich geringeren Kosten durchgefiihrt

werden.

4.5. Schlussfolgerungen

Im untersuchten Kollektiv konnten flir SLC2A71 insgesamt sieben bekannte
Polymorphismen identifiziert werden. Die durchgeflihrten Assoziationsanalysen
ergaben keine signifikanten Ergebnisse. Folglich pradisponieren die gefundenen
Polymorphismen mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht fir das Auftreten idiopathisch
fokaler Epilepsien mit zentrotemporalen Spikes. Auflerdem konnten zwei neue
SLC2A1 Mutationen identifiziert werden (c.877T>C/p.Tyr293His und c¢.715-
716insC/p.His239Profs*2). Jedoch zeigten beide Mutationstrager vor allem schwere
entwicklungsneurologische Defizite im Rahmen eines GLUT1-Defektes und erflllten
trotz vorhandener Symptome nicht vollstandig die Diagnosekriterien einer RE oder
ARE. Abweichungen in den Kopienzahlvariationen konnten bei SLC2A1 nicht gefunden
werden. Die Ergebnisse bestatigen vor Allem die Assoziation von SLC2A1 Mutationen
mit entwicklungsneurologischen Defiziten. Eine Analyse von SLC2A1 bei Patienten mit

idiopathisch fokaler Epilepsie mit zentrotemporalen Spikes scheint daher nur dann
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sinnvoll zu sein, wenn parallel Hinweise fir das Vorliegen eines GLUT1-Defektes
bestehen.

Im PRRT2 Gen konnten insgesamt vier bekannte Polymorphismen detektiert werden.
Die Assoziationsanalyse ergab hier ebenfalls keine signifikanten Ergebnisse. Es
scheint somit kein Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Polymorphismen und
idiopathischen Epilepsien mit zentrotemporalen Spikes zu bestehen. In der
vorliegenden Untersuchung wurde die haufig beschriebene PRRTZ2 Hotspot Mutation
€.649dupC/p.Arg217Profs*8 nur bei Verwendung von artifiziell replizierter Whole
Genome Amplification (WGA) DNA identifiziert. Bei erneuter Sequenzierung mit nativer
DNA konnte dieses Ergebnis nicht repliziert werden. PRRTZ2 Mutationsanalysen mittels
Sanger Sequenzierung sollte daher nur mit nativer DNA durchgefiihrt werden, um ein
falsch positives Auftreten der haufigen Mutation ¢.649dupC/p.Arg217Profs*8 zu
vermeiden. Trotz unauffalliger Sequenzierungsergebnisse konnten jedoch
Abweichungen in der Kopienzahlvariation und somit Genalterationen bei PRRT2
gefunden werden. Dies verdeutlicht, dass Sequenzanalysen immer durch CNV
Analysen komplettiert werden sollten. PRRTZ2 Mikroduplikationen wurden im
untersuchten Kollektiv signifikant haufiger gefunden als bei gesunden Kontrollen.
PRRT2 Mikroduplikationen scheinen daher einen Beitrag zur Pathogenese von RE und
ARE und leisten. Hierbei ist jedoch zu berlcksichtigen, dass das untersuchte Gen
PRRT2 zusammen mit 27 weiteren Genen in der Region 16p11.2 liegt. Duplikationen
innerhalb dieser Region sind mit einem erhéhten Erkrankungsrisiko fiur RE und ARE
assoziiert. PRRT2 Mikroduplikationen scheinen daher nicht monokausal an der
Pathogenese von idiopathisch fokalen Epilepsien mit zentrotemporalen Spikes beteiligt
zu sein sondern fungieren mit hoher Wahrscheinlichkeit als Suszeptibilitdtsfaktor mit
geringer Penetranz. Unklar ist bis heute die Rolle additiver genetischer Faktoren im
Zusammenhang mit der Effektstarke genetischer Mutationen und variablen klinischen
Erscheinungen der Erkrankung. Zukunftige Studien an gut phanotypisierten Kohorten
konnten mehr Licht in dieses Dunkel bringen.

Zusammenfassend zeigen die durchgefiihrten Untersuchungen, dass SLC2A71 und
PRRT2 Mutationen keine bedeutsame Rolle in der Suszeptibilitat bei idiopathisch

fokalen Epilepsien mit Rolando Fokus spielen.
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5 Zusammenfassung

Die Rolando Epilepsie (RE) ist die haufigste Epilepsie der Kindheit. Das Leitsymptom
sind sensomotorische Herdanfalle mit und ohne Generalisation. Elektroenzephalo-
graphisch finden sich regelhaft zentrotemporal fokale und multifokale ,sharp waves*
(sog. Rolando-Spikes). Bei atypischen Formen der Rolando Epilepsien (ARE) treten
zusatzliche Anfallstypen wie z.B. atypische Absencen und myoklonisch-astatische
Anfalle auf. In der Pathogenese spielen genetische Dispositionen eine dominierende
Rolle. Daher werden RE und ARE als idiopathisch (syn. genetische) fokalen Epilepsien
mit zentrotemporalen Spikes bezeichnet. Ein wichtiger gemeinsamer genetischer
Risikofaktor in der Atiopathogenese stellen Mutationen in GRIN2A dar. Die komplexe
Pathogenese dieser Epilepsieformen ist jedoch bis heute unbekannt.
Anfallssemiologien der ARE finden sich auch im Spektrum des Glucose 1 Transporter
Defizienz Syndroms (GLUT-1-DS), welches durch Mutationen im SLC2A7-Gen
ausgeldst wird. Ebenso konnte das PRRT2-Gen bei gutartigen Epilepsien des
Kindesalters als krankheitslauslésendes Gen identifiziert werden, welche vom
klinischen Erscheinungsbild her den RE und ARE ahneln. In dieser Arbeit wurde ein
moglicher Einfluss von Mutationen im SLC2A17- und PRRT2-Gen auf die Pathogenese
von idiopathisch fokalen Epilepsien mit zentrotemporalen Spikes untersucht.

Hierzu wurde PRRTZ2 auf Mutationen bei 193 (n = 193) europaischen Patienten
analysiert. Analog wurde zusatzlich SLC2A1 bei allen Patienten untersucht, bei denen
keine klassische RE (n = 80) vorlag.

Fir SLC2A1 und PRRT2 konnten mehrere bekannte Polymorphismen identifiziert
werden. Die durchgefiihrten Assoziationsanalysen ergaben keine signifikant positiven
Ergebnisse. Die haufig beschriebene PRRT2 Mutation c¢.649dupC/p.Arg217Profs*8
wurde nur bei Verwendung von artifiziell replizierter Whole Genome Amplification
(WGA) DNA identifiziert. Bei Sequenzierung mit nativer DNA konnte dieses Ergebnis
nicht repliziert werden. PRRTZ2 Mutationsanalysen dieses Gens sollten daher nur mit
nativer DNA durchgefuhrt werden. PRRTZ2 Mikroduplikationen wurden im untersuchten
Kollektiv signifikant haufiger gefunden als bei gesunden Kontrollen (Fisher’s Exact
Test, P < 0,05, Odds Ratio(OR) = 40,5). Hierbei ist zu berlcksichtigen, dass PRRT2 in
der Region 16p11.2 liegt. Duplikationen innerhalb dieser Region sind mit einem
erhdhten Erkrankungsrisiko fur RE und ARE assoziiert.

Zusammenfassend zeigen die durchgefuhrten Untersuchungen, dass PRRT2
Duplikationen einen Beitrag zur Pathogenese bei idiopathisch fokalen Epilepsien mit
Rolando Fokus leisten. SLC2A1 und PRRTZ2 Mutationen hingegen spielen keine

bedeutsame Rolle in der Suszeptibilitdt dieser Epilepsien.
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6 Summary

Rolandic epilepsy (RE) is the most frequent epilepsy in childhood. The cardinal clinical
features of RE are brief, focal hemifacial or oropharyngeal sensorimotor seizures with
or without sencondarily generalized tonic-clonic seizures. Electroencephalograms
(EEGs) show rolandic spike-and-wave discharges (mainly cetrotempral spikes, CTS)
as a hallmark. Patients suffering from atypical forms of RE (ARE) additionaly show
various seizure types like atypical absences and atonic-astatic myoclonic seizures. RE
and ARE are considered to be genetically determined and therefore also called as
idiopathic (genetic) focal epilepsies with centrotemporal spikes. Genomic alterations in
GRINZ2A are important risk factors for RE and ARE. However, the complex etiology of
these epilepsy syndromes remain largely unknown. Seizure types similiar to ARE have
recently been described in the broad spectrum of Glucose transporter-1 deficiency
syndrome (GLUT1-DS), caused by mutations in the SLC2A7-gene. Likewise the
PRRT2-gene has recently been identified as the cause of multiple clinical phenotypes,
which show clinical similarities with rolandic epilepsy. Aim of this study was to examine
the role of SLC2A1 and PRRT2 in the etiopathology of idiopathic focal epilepsies with
rolandic spikes.

Therefore the PRRT2 gene was screened for mutations in a group of 193 European
patients. In all ARE cases (n = 80), the SLC2A1 gene was additionally analyzed.
Several known polymorphisms for SLC2A1 and PRRT2 were detected. Association
analysis showed no positive signifcant results. In this study, the PRRTZ2 mutation
€.649dupC/p.Arg217Profs*8 previously been reported as a hot-spot mutation was
identified only while using whole genome amplification-DNA. Performed resequencing
with native DNA material showed no abnormalities. Thus PRRTZ2 mutation screening
should be restricted to native DNA. PRRTZ2 microduplications were found in 3 % of
patients. The association analysis revealed a significant excess of PRRT2 duplications
compared to healthy controls (Fisher's Exact Test, P<0,05, Odds Ratio(OR)=40,5). It
should be noted that PRRT2 is located within the 16p11.2 region — a region previously
identified as a significant genetic risk factor for RE and ARE.

In summary our study indicates that PRRT2 microduplications contribute to focal
epilepsies with rolandic spikes whereas SLC2A1 and PRRT2 mutations do not play a

major role in the susceptibility to these epilepsies.
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7 Abkurzungsverzeichnis

UL OO PP Mikroliter
NPT PPPPPPPPPPPPPPP Nukleinbase Adenin
ABPE. ., atypische benigne Partialepilepsie des Kindesalters
A o] o JE USSR RURR PSRRI Abbildung
ADHS. ..o Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitats-Stérung
ADNFLE. ..., autosomal-dominante nachtliche Frontallappenepilepsie
ALB. Aminosaure Alanin
ARE . e Atypische Rolando Epilepsie
BAFME. .. Benigne adulte familidre myoklonische Epilepsie
BDGP. e Berkley Drosophila Genome Project
BECTS. e Benigne Epilepsie mit zentrotemporalen Spikes
BEN S, e Benigne familiare neonatale Anfalle
BFIC. Benigne familidre infantile Konvulsionen
B IS, e Benigne familiare infantile Anfalle
BFIS-FHM. ...... Benigne familiare infantile Anfalle mit familiarer hemiplegischer Migrane
BIS Benigne nichtfamilidre infantile Konvulsionen
BMEL ..o Benigne myoklonische Epilepsie bei Kleinkindern
BV e body mass index
BN A Benigne neonatale Anfalle
O PP PP PPPRPPRPP Nukleobase Cytosin
CAE. s Kindliche Absence Epilepsie
CD/CV. e common-disease-common variant
CD/MV . s common-disease-multiple rare variant
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Gl s Konfidenzintervall
O N Kopienzahlvariation
CSWS. Epileptische Enzephalopathie mit kontinuierlichen
................................................................... spike-and-wave Muster wahrend des Schlafs
O PSP PP PP PPPPPP cycle threshold
O 1 Zentrotemporale Spikes
O T PP POPUPPPPPPPR Aminosaure Cystein
dbSNP. Single Nucleotide Polymorphism database
DN A e e Desoxyribonukleinsdure
AN T P, e Desoxynucleosidtriphosphat
AN T P, e Didesoxynucleosidtriphosphat
DS (SMEI). ...ooeeeeennns Dravet Syndrom (schwere frihkindliche myoklonische Epilepsie)
EGTCS. . Epilepsie mit generalisiert tonisch-klonischen Anfallen)
ELMA. s Augenlid Myoklonien mit Absencen (Jeavons-Syndrom)
EMA. Epilepsie mit myoklonischen Absencen (Tassinari Syndrom)
EME (EIEE3). ..o, Frahkindliche myoklonische Enzephalopathie
L@ Fruhkindliche Absence Epilepsie
EPOLM. .............. Familiare occipitotemporale Epilepsie mit migrane und visueller Aura
EUuroEPINOMICS. ... European Science Foundation for
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[ [ T PP PPPPPPPPP Nullhypothese
[ PP P PP PP PPPPPTPPPP alternative Hypothese
HPLC. e high performance liquid chromatography
H WV E . e Hardy Weinberg Equilibrium
ICCA. Infantiles Anfalls- und Choreoathetose-Syndrom
ICOE-G. ... Spat beginnende okzipitale Epilepsie des Kindesalters Typ Gastaut
IGE. e Idiopathische generalisierte Epilepsie mit variablem Phanotyp
ILAE . International League Against Epilepsy
IPOE. e, Idiopathisch photosensitive Okzipitallappenepilepsie
JAEE . e Juvenile Absence Epilepsie
IME. Juvenile myoklonische Epilepsie (Janz Syndrom)
o PSSP PSP O PP PP PP PP PPPPPPPPPRP Kilobasen
LBl et e e e e e e e Aminoséaure Leucin
LK S . s Landau-Kleffner-Syndrom
0 VPSRRI Milliampere
MAE. ... Epilepsie mit myoklonisch astatischen Anfallen (Doose Syndrom)
MG L e Magnesiumchlorid
0] RSOSSN Milliliter
MMPSI. ..o Epilepsie der frrihen Kindheit mit migratorischen fokalen Anfallen
PR N A et e e e e e e e e et e e e e e e eeeeee s Boten-RNA
PP PP TPTTRPPPPPR StichprobengréRe
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Lo TP P PP TTRPPPPPRRPTI Nanogramm
N G S, s Next Generation Sequencing
N I D A e ettt a e e N-Methyl-D-Aspartat
L ] PSPPI SO PPPPPPPPPPN Odds Ratio
OS (EIEE). .vvveeeeeis Ohtahara-Syndrom (frihinfantile epileptische Enzephalopathie)
P O R, s Polymerasekettenreaktion
PED. paroxysmal exersice-induced dystonia
PEPS. e Partielle Epilepsie mit perizentralen Spikes
PR D . paroxysmal kinesinogene Dyskinesie
P LS. s Pseudo Lennox Syndrom
P RE . e e Primére Leseepilepsie
PRRT 2. e proline-rich transmutation protein
PSS, s Okzipitale Epilepsie des Kindesalters Typ Panayiotopoulus
R . e et e e Rolando Epilepsie
REPED-WC. ... Rolando-Epilepsie mit paroxysmal Anstrengungs-
............................................................................. induzierter Dystonie und Schreibkampf
RN A ettt e e e e e e e e Ribonukleinsdure
SLC2AT . solute carrier family 2 member 1
S . e Borderline SMEI
SNAP 25, synaptosomal assoziiertes Protein 25
T, Nucleinbase Thymin
TAE. Tris-Acetat-EDTA-Puffer
T B Tris-EDTA Puffer
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L PP P PO P PP P PP PP PPPPPPPPPPP Ultraviolet
YRR Volt
VG A e whole genome amplification
WS, West Syndrom (Blitz-Nick-Salaam-Krampfe)
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Anhang

Anhang

Der Anhang besteht aus 6 Protokollen.

e Protokoll zur DNA Extraktion mittels QIAmp® Midi Kit.
e Protokoll zur Durchfihrung der PCR bei SLC2A1.

e Protokoll zur Durchfihrung der PCR bei PRRT2.

e Protokoll zur Aufreinigung der PCR Produkte.

e Protokoll zur Durchflihrung der Sequenzanalyse.

e Protokoll zur Durchfihrung der Bestimmung der Copy Number Variations.
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Protokoll zur DNA Extraktion mittels QlAamp" Midi Kit

3 x 15ml Gefalle mit Patientencode versehen.
200ul Protease K® in eines der 15ml Zentrifugengefalle pipettieren.
1-2ml Blut zur Protease hinzugeben und leicht schwenken.

2,4ml Buffer AL® hinzufiigen. 15 Mal hin und her schwenken und eine Minute

vortexen.

Die Probe im Wasserbad bei 70°C fur 10 Minuten inkubieren.

2ml 100% Ethanol hinzufigen erneut mixen und vortexen.

Die Halfte des Volumens im Gefall auf eine Trennsaule in ein neu beschriftetes
15ml Gefall geben. Das Gefald verschlielen.

Fir 3 Minuten bei 3000rpm fiir 3 Minuten zentrifugieren.

Die Saule anschlieBend herausnehmen und das Filtrat verwerfen. Die Saule
wieder einsetzten.

Die andere Halfte des Reaktionsgemisches auf die Saule pipettieren und erneut
fur 3 Minuten bei 3000rpm zentrifugieren.

Das Filtrat verwerfen und die Auftrennungssaule zurtick ins Gefal} stellen.

2ml Buffer AW1® hinzufiigen.

Far eine Minute bei 4500 rpm zentrifugieren.

Ohne das Filtrat zu verwerfen 2ml Buffer AW2® auf die Saule pipettieren. Fur
15 Minuten bei 4500rpm zentrifugieren.

Die Auftrennungssaule in ein sauberes, neu beschriftetes 15ml Gefal
Uberfuhren und das vorherige Filtrat samt Gefald verwerfen.

Sorgsam 300yl Buffer AE® auf die Membran der Trennungssaule pipettieren.

Fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

Im Anschluf3 fir 2 Minuten bei 4500rpm zentrifugieren.
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Protokoll zur Durchfiihrung der PCR bei SLC2A1

Zusammensetzung der Tubes

Tube1 Tube2 Tube3 Tube4 Tubeb Tube6
Exon2 Exon3b Exonb5a Exon1 Exon9 Exon10c
Exon3a Exon5c Exon10d Exon5b Exon10b

Exon10a

Primerverdiinnung (100pl, 50pM St.-Lsg., 2uM each)

Tube1 Tube2 Tube3 Tube4

Tube5 Tubeb

Primer 8 ul 12 ul 8 ul 8 ul 8 ul 4l
1xTE 92 ul 88 ul 92 ul 92 ul 92 ul 96 ul
Mastermixerstellung (bei Bearbeitung von 8 Proben)
Ohne DNA und Primer
Tube 1 20ul x 8 = 160yl je 16yl
Tube 2 30l x 8 = 240yl je 24yl
Tube 3 20l x 8 = 160pl je 16yl
Tube 4 20ul x 8 = 160pl je 16yl
Tube 5 20l x 8 = 160pl je 16 ul
Tube 6 15ul x 8 = 120pl je 12 ul
Kontrollen 10ul x 6 = 60pl je 8 ul
Insgesamt =1060ul + Pipettierfehler ergibt 1200 pl insgesamt
600 pl MultiplexMix
240 ul Q-Solution
120 pl HPLC-Wasser
120 pl Primer
120 pl DNA
1200 pl gesamt

MultiplexMix, HPLC Wasser und Q-Solution zusammenpipettieren. Hiervon jeweils 16 pl in
Tube 1,3,4 und 5 geben, jeweils 24pl in Tube 2, 12 yl in Tube 6 und 8 yl in die Kontrollen
geben. In die Kontrollen jeweils 1 ul HPLC Wasser als DNA Ersatz geben. Im Anschlul® die
Primerlésung zu den einzelnen Tubes geben. Hierzu 2 ul in Tube 1,3,4 und 5, 3ul in Tube 2,
1,5ul in Tube 6 und 1 pl in die Kontrollen geben. Am Schluss die jeweilige Menge an DNA

(100ng/pl) hinzugeben.
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Protokoll zur Durchfiihrung der PCR bei PRRT2

Zusammensetzung der Tubes als Multiplex Ansatz

Tube1 Tube2 Tube3
Exon1 F/R Exon3a F/R Exon3b F
Exon2a F Exon3d R
Exon2c R

Primerverdiinnung (100ul, 50puM St.-Lsg., 2uM each)

Tube1 Tube2 Tube3
Primer 4 pl 8 ul 4 ul
1XTE 96 pl 92 ul 96 i

Mastermixerstellung (bei 12 Proben)

Master Mix 1
Ohne DNA und Primer
Tube 1 30ul x 12 = 360 pl je 24 ul
Kontrolle 10plx 1= 10yl je 8yl
Insgesamt =370 ul + Pipettierfehler ergibt 440 pl insgesamt
220 pul MultiplexMix
88 ul Q-Solution
44 pl HPLC-Wasser
44 pl Primermix
44 pl DNA
440 ul gesamt
Master Mix 2
Ohne DNA und Primer
Tube 2 40pl x 12 =480 pl je32ul
Tube 3 30ul x 12 = 360 pl je 24 ul
Kontrollen 10plx2 = 20l je 8yl
Insgesamt =860 pl + Pipettierfehler ergibt 1100 ul insgesamt
550 pl MultiplexMix
110 pl Q-Solution
220 pl HPLC-Wasser
110 pl Primermix
110 pl DNA
1100 pl gesamt

MultiplexMix, HPLC Wasser und Q-Solution zusammenpipettieren. Vom Master Mix 1
jeweils 24 ul in Tube 1 und 8 pl in die Kontrolle geben. Vom Master Mix 2 jeweils 32 pl in
Tube 2, 24 pl in Tube 3 geben und jeweils 8 pl in die Kontrollen geben. In die Kontrollen
jeweils 1 yl HPLC Wasser als DNA Ersatz geben. Im AnschluR® die Primerlésung zu den
einzelnen Tubes geben. Hierzu 3 pl in Tube 1 und 3, 4 pl in Tube 2 und 1 pl in die

Kontrollen geben. Am Schluss die jeweilige Menge an DNA (100ng/pl) hinzugeben.
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Protokoll zur Aufreinigung der PCR Produkte

5faches Volumen der Menge an Amplicon an Binding Buffer PB® hinzugeben.
Emulsion in Zentrifugationssaule tberflhren.

Fur 1 Minute bei 13000rpm zentrifugieren

Zentrifugat verwerfen.

Auf jede Saule 750ul Wash Buffer PE® hinzufiigen.

Fur 1 Minute bei 13000rpm zentrifugieren.

Zentrifugat verwerfen.

Fur 1 Minute bei 13000rpm zentrifugieren.

GroRe 2ml Tubes beschriften und die Zentrifugationssdulen in diese Tubes
umsetzen.

Je 11,5yl Elution Buffer EB® je Primerrichtung den Tubes hinzufiigen.

Fir 1 Minute bei 13000rpm zentrifugieren.

Zentrifgationsréhrchen verwerfen und Eluat bei 4°C lagern.
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Protokoll zur Durchfiihrung der Sequenzanalyse

1.) Primerverdiinnung zur Sequenzierung (1,64M each, von 100 uM)

!

100:1,6 = 62,5 1 : 61,5 pl

2 : 123 yl HPLC Wasser

!

* 24 Tubes beschriften
* Injedes Tube 123ul HPLC Wasser und 2ul Primer geben.

2.) Berechnung der benoétigten PCR Produkt Menge
* Die gewlinschte Konzentration soll 150ng/ul betragen.
— 150ng/pl : gemessene conc. Amplicon = benétigtes Volumen
— Werte in Exceltabelle einfligen

3.) Berechnung der benétigten Menge an HPLC Wasser

* PCR-Produkt+HPLC Wasser = 12,5 pl
* Werte in Exceltabelle eintragen

4.) Ubersicht Zusammensetzung

In jedem der 24 Tubes sind: 4 ul 5X SeqBuffer
2 ul BigDye
1,5yl | Primer

12,5 pl | Amplicon+tHPLC

20 pl | gesamt

e Zur MasterMix Erstellung zunachst 5XSeqBuffer und Big Dye zusammengeben und
hiervon jeweil 6l in jedes Tube umfillen.

* Anschlielen jeweils 1,5 ul Primer in jedes Tube geben.
e Zum Schluss das jeweilige Amplicon plus HPLC Wasser in die Tubes geben.

5.) Sequenzierung

e Sequenzansatz in den Thermocycler stellen.
e Programm Nr 51 mit Annealing Temperatur 55 °C wahlen.
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Protokoll zur Durchfiihrung der Bestimmung der Copy Number Variations

Eine Platte entspricht 96 Wells. Jede Probe wird vierfach bestimmt (zur Analyse wird hieraus
der Median ermittelt). 96:4= 24 Proben. D.h. insgesamt kdnnen max. 23 Patientenproben
und eine Negativkontrolle auf eine Platte.

Mastermixerstellung
Zur Berechnung gehen wird inclusive Pipettierfehler von 125 wells ausgegangen.
Nach dem Protokoll wird benétigt:

10 yl 2XTagMan® Genotyping Master Mix
1 yl TagMan® Copy Number assay, 20X working stock
1 yl TagMan®Copy Number Reference Assay, 20X
4 ul Nuclease freies Wasser

Hieraus ergibt sich bei 125 wells:

1250 pl 2XTagMan®
Genotyping Master
Mix
125 pl CopyNumberAssay
125 pl RNAse-P als
Referenz
500 pl HPLC Wasser

Den MasterMix zusammenstellen und im Anschluss 24 x 500ul Tubes beschriften. Jeweils
80pl des MasterMix in die 24 Tubes geben. Pipettenspitze hierbei jedes Mal wechseln. In die
4 Negativkontrollen jeweils 20yl HPLC Wasser als DNA Ersatz geben. In jedes Tube
abschlieend 20ul DNA (5ng/ul) geben.

Ein 96well TagMan® Platte (im Schrank unter DNA Abeitsplatz) auf ein fusselfreies Tuch
stellen. Mit Parafilm die Platte vorlibergehend abdecken.

Je 20 pl der Probenansatze mit DNA in die einzelnen Wells pipettieren. Hierbei die
Pipettenspitze jedes Mal wechseln. AbschlieRend kurz bis auf 2000rpm zentrifugieren.
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