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1 Einleitung

Bei Epilepsie-Patienten mit so genanntem Dravet-Syndrom, Friihkindlicher Grand mal
Epilepsie oder Myoklonisch-astatischer Epilepsie konnten in der Vergangenheit
Mutationen in spannungsabhidngigen Natriumkanalgenen, besonders im SCN/A-Gen,
nachgewiesen werden. Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Frage, ob in
diesem Patientenkollektiv, bei Patienten, die im SCNIA-Gen keine Mutation aufweisen,
in anderen zentral exprimierten spannungsabhingigen Natriumkanalgenen dieser
Genfamilie Variationen nachweisbar sind. Dazu wird die DNA von Patienten mit einem
der oben genannten Syndrome, die im SCN/A-Gen keine Genverdnderung aufweisen,
im Bereich der Gene, die fiir die anderen zentral exprimierten spannungsabhingigen

Natriumkanéle (SCN2A, SCN3A und SCNSA) kodieren, per Sequenzanalyse untersucht.

1.1  Epilepsie

Der Name Epilepsie leitet sich von dem griechischen Verb ,.epilambanein® ab, das
soviel bedeutet wie ,heftig ergreifen, zupacken*. Diese Namensgebung zeigt, dass die
Erkrankung — die schon in den frithesten schriftlichen Zeugnissen der
Menschheitsgeschichte beschrieben wurde — als ,,von iibernatiirlichen Kréften gemacht*
angesehen wurde. Dies bezeugt auch der seit dem 6. vorchristlichen Jahrhundert
bekannte Begriff ,heilige Krankheit”, der die Krankheit als ein von Gott auferlegtes
Leiden beschreibt.

Die Epilepsie ist kein in sich geschlossenes Krankheitsbild, sondern kann sehr
unterschiedliche Ausdrucksformen annehmen.

Allen Epilepsietypen gemeinsam ist, dass es zu spontaner, synchroner Entladung von
Neuronenverbinden im Gehirn kommt, was das klinische Bild eines Krampfanfalls
auslost.

Die Symptomatik des Anfalls ist abhidngig von der Ausdehnung und der Lokalisation
der involvierten Neuronenverbinde. Der basale Mechanismus jeder epileptischen
Reaktion ist die paroxysmale Depolarisation. Hierbei kommt es bei einem addquaten
Reiz am Neuron nicht wie normalerweise zu einer einzelnen Depolarisation, sondern es
erfolgt eine hochfrequente Serie von Entladungen. AuBlerdem fiihrt der Reiz nicht nur
zu einem Aktionspotential im nachgeschalteten Neuron, sondern die Entladungen

breiten sich synchron in Zellverbinden aus. Die paroxysmale Depolarisation einer
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Neuronengruppe kann zu einer explosionsartigen Ausbreitung iiber exzitatorische
Synapsen fithren. Dabei wird die normale Informationsverarbeitung unterbrochen und
es erfolgt der epileptische Krampfanfall. Wenn sich die Entladungen iiber das gesamte
GroBhirn ausbreiten, kommt es zu einem generalisierten Anfall, welcher mit
Bewusstlosigkeit einhergeht. Werden 1im Umkreis hingegen inhibitorische
Mechanismen aktiviert, kommt es zu einem lokal begrenzten, also fokalen Anfall.
Ein einzelner Krampfanfall berechtigt noch nicht zu der Diagnose Epilepsie. Diese
Diagnose kann gestellt werden, wenn es im Verlauf zu wiederkehrenden,
unprovozierten epileptischen Krampfanfillen kommt. Unprovoziert bedeutet, dass der
Krampfanfall nicht durch einen Reiz (von innen oder auflen) hervorgerufen wird. Dazu
ist wichtig zu wissen, dass auch in einem gesunden Gehirn epileptische Anfille
auslosbar sind, z.B. durch Elektroschocks, Analeptika oder andere Noxen. Bei einer
erhohten Anfallsbereitschaft reichen schon geringe Schwankungen des biologischen
Gleichgewichts (Fieber, Schlafentzug etc) aus, um einen Krampfanfall auszuldsen.
Besonders im Kindesalter sind Krampfanfille ein haufiges Ereignis. So erleiden ca. 4%
aller Kinder im Laufe der Kindheit mindestens einen Krampfanfall, meist einen sog.
Fieberkrampf [Doose, 1998].
Die Privalenz der aktiven Epilepsien im Kindesalter hingegen betrigt ca. 0,5%. Von
einer aktiven Epilepsie spricht man, wenn es zu mehreren unprovozierten
Krampfanfillen gekommen ist, daher die Diagnose Epilepsie gestellt wurde und in den
letzten fiinf Jahren ein oder mehrere Anfille aufgetreten sind. Kommt es zu einer
Anfallsfreiheit von fiinf Jahren oder mehr, befindet sich die Epilepsie in Remission,
egal ob dieser Zustand mit oder ohne Medikation erreicht wurde [Doose, 1992].
Die Klassifikation der Epilepsien wird wegen stindiger Neuerkenntnisse in Forschung
und Klinik immer wieder {iberarbeitet und verdndert. Trotzdem scheinen
Beschreibungen und Einteilungen der Epilepsien nie allen Aspekten dieser komplexen
Krankheitsbilder gerecht werden zu konnen.
Die ILAE (International League Against Epilepsy) beschreibt ihr 2001 verdffentlichtes
Diagnostikschema als ,,lernendes System”. Das fiinf Ebenen beinhaltende Schema nutzt
zur Einteilung folgende Hauptaspekte:

1. iktale Semiologie (mit Hilfe eines standardisierten Glossars)

2. Anfallstyp(en)

3. Syndrom

4. Atiologie
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5. resultierende Einschrinkungen
Die iktale Semiologie ist die Beschreibung des Anfallsgeschehens. Um eine einheitliche
Sprache zu verwenden wird von der ILAE eine Liste von Fachausdriicken zur
Verfiigung gestellt, um den Anfall eindeutig zu beschreiben. Eine solche Beschreibung
des Anfallsgeschehens kann sehr kurz gehalten werden oder sehr detailliert beschrieben
werden. Besonders wichtig ist eine genaue Anfallsbeschreibung bei Patienten, bei denen
eine chirurgische Behandlung in Erwédgung gezogen wird. Die standardisierte
Terminologie ist dabei Vorraussetzung einer reibungslosen Kommunikation zwischen
Arzten und Forschern etc..
Die Einteilung des Anfallstyps oder der Anfallstypen geschieht mit Hilfe einer Liste, in
der alle Anfallstypen und Stimuli von Reflex-Anféillen aufgefiihrt sind. Die
Anfallstypen werden unterteilt in selbst-limitierend und kontinuierlich und weiter in
generalisiert und fokal.
Fir die Einteilung in ein Epilepsiesyndrom kann eine Liste aller akzeptierten
Epilepsiesyndrome benutzt werden, obwohl eine Einteilung in ein Syndrom natiirlich
nicht immer moglich ist. Auerdem werden einige der aufgefiihrten Syndrome noch
diskutiert. Eine stindige Uberarbeitung der Liste aufgrund neuer Erkenntnisse und
Erfahrungen wird immer wieder notig sein.
Die Atiologie kann zum Beispiel erklirt werden durch ein spezifisches pathologisches
Substrat, einen genetischen Defekt oder durch eine Grunderkrankung, die mit
epileptischen Anfillen oder Syndromen einhergeht. Von einer genetischen (friiher
idiopathischen) Epilepsie spricht man, wenn die Ursache der Epilepsie ein bekannter
oder vermuteter Gendefekt ist und die Krampfanfille das Hauptsymptom der
Erkrankung darstellen. Besteht hingegen eine Hirnldsion oder eine genetische
Grunderkrankung wie z.B. die tuberdse Sklerose, handelt es sich um eine so genannte
strukturell-metabolische (frither symptomatische) Epilepsie.
Die Beschreibung des Grades der Behinderung ist ein optionaler Bestandteil der

Klassifikation [Engel, 2001, Berg et al., 2010].

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit einer Untergruppe der genetischen

generalisierten Epilepsiesyndrome — den frithkindlichen myoklonischen Epilepsien.
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1.1.1 Myoklonische Epilepsien

Myoklonische Anfille sind in jeder Altersklasse ein hiufiges Phdnomen bei vielen
Epilepsietypen und sind daher eine unspezifische Manifestation. Der Begriff
Myoklonus umfasst eine Gruppe neurophysiologisch unterschiedlicher Phdnomene mit
heterogener Atiologie. Myoklonien sind kurze ruckartige Zuckungen, die am hiufigsten
antagonistische Muskeln betreffen und in ,epileptisch® oder ,nicht-epileptisch®
eingeteilt werden konnen. Als ,,nicht-epileptische” Myoklonien treten sie bei vielen
Menschen in der Einschlaf- oder Aufwachphase auf. Von einigen Autoren werden
Myoklonien als ,.epileptisch® beschrieben, wenn sie im Zusammenhang mit einer
Epilepsie auftreten. Andere Autoren sprechen von ,.epileptischen* Myoklonien, wenn
eine paroxysmale Depolarisation zugrunde liegt, unabhingig davon welche
Neuronenpopulationen (cortical oder subcortical) hauptsédchlich involviert sind. Findet
man im EEG wihrend des Myoklonus epilepsietypische Potentiale, so kann die
epileptische Genese als gesichert gelten.

,Epileptische Myoklonien konnen spontan auftreten oder zum Beispiel durch
Photostimulation provoziert werden.

Typischerweise sind myoklonische Anfélle kurz und wiederholen sich mehrmals am
Tag. Die einzelnen Zuckungen dauern weniger als 100 ms an und wiederholen sich mit

einer Rate von 2-3 Hz [Arzimanoglou et al., 2004].

Bei den drei fiir die vorliegende Arbeit besonders wichtigen Epilepsiesyndromen
(Dravet-Syndrom, Myoklonisch-astatische Epilepsie und Friihkindliche Grand mal
Epilepsie) sind typischerweise Myoklonien zu beobachten. Die drei Syndrome sollen im

Folgenden niher beschrieben werden.

Dravet-Syndrom (Schwere myoklonische Epilepsie des frithen Kindesalters)

Die schwere myoklonische Epilepsie des frithen Kindesalters (SMEI = severe
myoclonic epilepsy in infancy) wurde erstmals 1978 von C. Dravet beschrieben.

Seit der Erstbeschreibung wurde von vielen SMEI-Fillen weltweit, besonders aus Japan
und Siid-Europa berichtet.

Die Erkrankung beginnt zumeist im ersten Lebensjahr mit generalisierten oder
unilateral klonischen Anfillen, die typischerweise durch Fieber ausgeldst werden, bei

bis dahin unauffilliger Entwicklung des Kindes. Die Fieberkrampfe dauern hiufig lange
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(> 20 min), treten am selben Tag gehduft auf und neigen dazu in einen Status
epilepticus iiberzugehen. Afebrile Anfille werden im Zusammenhang mit Impfungen,
einer infektiosen Episode oder nach einem Bad beschrieben. Manche Eltern berichten
iber isolierte Episoden von fokalen myoklonischen Zuckungen einige Wochen oder
Tage vor dem ersten konvulsiven Anfall oder iiber repetitive solcher Zuckungen, in
Verbindung mit Hyperthermie, in den Stunden vor dem ersten konvulsiven Anfall
[Dravet et al., 2002, Dravet 2011a, Dravet 2011b].

Der erste Anfall wird haufig als Fieberkrampf angesehen. Wenige Untersuchungen
werden gemacht und es wird keine weitere Behandlung eingeleitet. Doch kurz darauf (2
Wochen bis 2 Monate nach dem ersten Anfall) treten erneut Fieberkrampfe auf und
Anfille ohne Fieber kommen hinzu (2 Monate bis 14 Monate nach dem ersten Anfall).
Zwischen dem ersten und dem vierten Lebensjahr kommt es zu zahlreichen Anfillen
unterschiedlicher Anfallstypen, mit zeitgleicher Verlangsamung der psychomotorischen
Entwicklung. Die Anfille sind extrem therapieresistent. Die Kinder lernen
charakteristischerweise im normalen Alter laufen, zeigen aber fiir eine ungewohnlich
lange Zeit einen unsicheren Gang. Auch die Sprachentwicklung beginnt normal,
verlangsamt sich dann aber drastisch. Nach dem zweiten Lebensjahr werden die Kinder
hiufig hyperkinetisch, mit aufmiipfigem Verhalten und groen Lernproblemen [Dravet
et al., 2002, Dravet 2011b].

Die Prognose der SMEI ist ungiinstig. Die betroffenen Patienten haben persistierende
Anfille und — hiufig schwerwiegende — kognitive Beeintrichtigungen. Das weite
Spektrum von einer — eher seltenen — nur geringen Entwicklungsretardierung mit der
Moglichkeit einer reguldren Einschulung, bis hin zu ausgeprigten und frithen
Entwicklungsretardierungen, konnte in bisherigen Studien nicht mit der Schwere der
Epilepsie korreliert werden [Dravet, 2011a].

Im Krankheitsverlauf werden die partialen Anfille, die myoklonischen Anfille und die
atypischen Absencen zumeist weniger, jedoch persistieren die konvulsiven Anfille. Der
ataktische Gang, den ca. 60% der Kinder zeigen und die Pyramidenzeichen (ca. 20%)
bilden sich meistens zuriick, die Patienten bleiben aber unbeholfen, mit wenig
koordinierten Bewegungen. Auffillig ist eine bleibende Fiebersensitivitit, die — auch im
Erwachsenenalter — einen Status epilepticus auslosen kann [Dravet 2011b].

Viele Autoren beschrieben sehr dhnliche Fille, allerdings ohne Myoklonien. Diese
wurden als borderline SME (SMEB) bezeichnet. Da diese Kinder den gleichen Verlauf

und das gleiche outcome, wie Patienten mit Myoklonien haben, scheinen die beiden
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Formen im gleichen Syndrom zusammengefasst werden zu konnen. Die ILAE schlédgt
als Namen daher Dravet-Syndrom anstatt SMEI (severe myoclonic epilepsy in infancy)
vor [Engel, 2001, Dravet et al., 2002, Dravet, 2003].

Die Haufigkeit dieser schwerwiegenden Erkrankung variiert in den verschiedenen
Publikationen zwischen 1:20.000 und 1:40.000. Die Mortalitétsrate ist hoch. Dravet et
al. beschreiben in ihrer Studie 1992 eine Mortalititsrate von knapp 16%, bei einer
mittleren Beobachtungszeit von 11 Jahren und 4 Monaten [Dravet et al., 2002, Dravet
2011b]. In neuerer Literatur wird eine minimale Mortalitdtsrate von 4,4% angegeben.
Die hiufigste Todesursache hierbei ist der sog. SUDEP (sudden unexpected death in
epileptic patients), gefolgt von Status epilepticus [Dravet 2011a].

Ein groBer Anteil der Fille weist eine positive Familienanamnese hinsichtlich Epilepsie
oder Fieberkrampfen auf. Der Anteil wird meist mit ca. 25% angegeben, variiert aber
stark (Ohki et al., 1997). Verwandte von Patienten mit Dravet-Syndrom haben
Epilepsien mit Charakteristika von genetischen generalisierten Epilepsien. Einige
Publikationen berichten iiber Anfille im GEFS+-Spektrum (GEFS+ = generalized
epilepsy with febrile seizures plus) in der Familienanamnese von Patienten mit Dravet-

Syndrom [Ohki et al., 1997, Dravet et al., 2002].

Myoklonisch-astatische Epilepsie (MAE)

Die myoklonisch-astatische Epilepsie wurde als eigenstidndiges Syndrom 1970 von H.
Doose beschrieben und wird daher zum Teil auch Doose-Syndrom genannt. Seit der
ersten Beschreibung wurden die Kriterien des Syndroms immer weiter herausgearbeitet.
Im Jahre 1989 wurde die MAE von der ILAE in ihr Diagnostikschema, als eine der
symptomatischen  generalisierten ~ Epilepsien =~ aufgenommen. @ Nach  dem
Diagnostikschema der ILAE treten die ersten Anfille der MAE zwischen dem siebten
Lebensmonat und dem sechsten Lebensjahr auf. Die Entwicklung der Kinder ist bis zu
diesem Zeitpunkt in der Regel unauffillig [Kelley & Kossoff 2010].

Es handelt sich bei der MAE um ein generalisiertes Epilepsiesyndrom mit
unterschiedlichen Anfallstypen. Am héaufigsten finden sich myoklonische und
myoklonisch-astatische Anfille. Bei den myoklonischen Anfillen kommt es zu
isolierten oder sich 2-3 mal wiederholenden generalisierten Zuckungen des Korpers,
wobei die proximalen Muskeln stidrker betroffen sind als die distalen Muskelgruppen.

Es kommt zu einer plotzlichen Flexion des Kopfes und des Rumpfes und dadurch
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hidufig auch zum Sturz. Insbesondere kommt es zu Stiirzen, wenn nach der
myoklonischen Phase ein Tonusverlust auftritt [Guerrini et al., 2002].
Tonisch-klonische Anfille sind der zweithdufigste Anfallstyp. Anfangs treten diese
Anfille tagsiiber auf, im Verlauf dann aber auch wihrend des Nachtschlafs. Ferner
treten Absencen, besonders atypische Absencen, febrile Anfille und tonische Anfille
auf. Desweiteren konnen im Krankheitsverlauf Staten, die teils iiber mehrere Tage
anhalten, auftreten. Hierbei kommt es z.B. zu Nickanfillen in dichter Folge, sowie zu
geringen Myoklonien der mimischen Muskulatur und der Oberarme [Doose 1998,
Guerrini et al., 2002].

Am Anfang der Erkrankung ist die Prognose der MAE schwierig einzuschitzen. Das
Spektrum reicht von unauffilliger psychomotorischer Entwicklung, bis hin zu schweren
kognitiven Einschrankungen; von Anfallsfreiheit, bis zu schweren, kaum therapierbaren
Krampfanfillen. Als prognostisch ungiinstig werden ein frither Krankheitsbeginn und
der Beginn mit generalisierten tonisch-klonischen Anfillen angesehen. Kinder die
nichtliche tonische Anfille im Verlauf der Erkrankung entwickeln, haben ebenfalls eine
schlechtere Prognose als Kinder, die diesen Anfallstyp nicht zeigen. Die Verwendung
von ungeeigneten Medikamenten, insbesondere Carbamazepin und Phenytoin kann
prolongierte Episoden von myoklonischen Staten sogar bei Kindern mit ansonsten
gutem Verlauf und outcome auslosen [Doose 1998, Guerrini et al., 2002, Kelley &
Kossoff 2010].

Auch bei der MAE scheinen genetische Faktoren in der Atiologie eine groBe Rolle zu
spielen. Haufig zeigt sich bei Kindern mit MAE eine positive Familienanamnese
beziiglich Epilepsien oder Fieberkrimpfen. Ebenso wurden MAE-Fille in Familien mit

GEFS+-Syndrom beschrieben [Guerrini et al., 2002].

Schwere frithkindliche Epilepsie mit generalisierten tonisch-klonischen Anfillen und

alternierendem Hemi-Grand mal — sog. Friihkindliche Grand mal Epilepsie (FKGM)

Die Friihkindliche Grand mal Epilepsie wurde bereits unter vielen Namen beschrieben:
,polymorphous convulsive epilepsy beginning in infancy®, ,,severe infantile epilepsy
with generalized tonic-clonic seizures and alternating hemi-grand mal®, ,jintractable
childhood epilepsy with generalized tonic-clonic seizures®, ,severe idiopathic
generalized epilepsy of infancy with generalized tonic-clonic seizures®, ,,polymorphic
epilepsy of infants* und ,,high-voltage slow-wave grand mal‘. Bisher ist diese Form der

Epilepsie noch nicht in die Klassifikation der ILAE aufgenommen worden. Teilweise
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wird die FKGM als atypische Form des Dravet-Syndroms beschrieben [Arzimanoglou
et al., 2004, Dravet 2011a].

Die Erkrankung zeigt ein weitgehend gleichférmiges klinisches Bild in den ersten
Jahren nach Krankheitsbeginn. Es betrifft {iberwiegend bis dahin normal entwickelte
Kinder, meist zwischen dem 5. und dem 8. Lebensmonat. Jungen und Midchen sind
ungefdhr gleichhdufig betroffen. Der hiufigste Anfallsausloser ist Fieber. Einige
Autoren beschreiben eine auffillige Assoziation mit Impfungen [Doose 1998, Doose et
al., 1998].

Die Epilepsie beginnt mit hiufigen und oft langanhaltenden febrilen oder afebrilen,
generalisierten Anfillen. Diese Anfille sind normalerweise klonisch, kénnen aber auch
einen tonisch-klonischen oder klonisch-tonisch-klonischen Verlauf haben [Doose
1998].

In der Studie von Doose et al., 1998 dauerten die Anfille in 42% der Fille iiber 30
Minuten. Die Anfille sind héufig lateralisiert oder unilateral mit wechselnder
Hemisphirenseite von Anfall zu Anfall oder sogar im Verlauf eines Anfalls. Bei einem
Viertel der Patienten mit Hemi-Grand mal trat bei der Studie von Doose eine postiktale
Parese (meist Hemiparese) auf [Doose et al., 1998].

Polytope Myoklonien sind fiir die FKGM besonders charakteristisch. Sie sind vor allem
in Phasen héufiger generalisiert tonisch-klonischer Anfille, wihrend febrilen Infekten
und unter Behandlung mit Carbamazepin zu beobachten. Ein weiteres Leitsymptom ist
eine Beeintriachtigung der kognitiven Entwicklung bald nach Beginn der Erkrankung.
Ungefihr zweidrittel der Patienten weisen eine schwere mentale Retardierung auf. Die
Mortalitétsrate liegt nach Doose et al. bei ca. 9%, wobei ein frither Beginn der Epilepsie
ein grofer Risikofaktor zu sein scheint. Genetische Faktoren scheinen bei der FKGM
eine grofe Rolle zu spielen. Bei 24% der Patienten von Doose et al. waren bei
Verwandten ersten Grades hirnbedingte Krampfanfille beschrieben worden. Nach
Doose et al. ist ein gemeinsamer genetischer Hintergrund fiir die FKGM, SMEI,
myoklonisch-astatische Epilepsie und die frithkindliche Absence Epilepsie
wahrscheinlich. Allerdings scheint die Familienanamnese nicht ausreichend um einen
genetischen Zusammenhang abzuschitzen, sondern diese Annahme basiert vor allem
auf den durchgefiihrten EEG-Ableitungen von Patienten und Angehorigen. Initial ist das
EEG der Patienten typischerweise normal, trotz hiufiger Anfélle. Es zeigen sich aber

EEG-Marker einer genetischen Priadisposition bei Patienten und Verwandten.
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Eine groBe Uberlappung mit anderen Formen von friihkindlicher genetischer Epilepsie
ist erkennbar. Das Auftreten von myoklonischen oder myoklonisch-astatischen Anféllen
stellt sogar einen Ubergang zur schweren myoklonischen Epilepsie bzw. zur

Myoklonisch-astatischen Epilepsie dar [Doose et al., 1998].

1.1.2 Genetik epileptischer Anfille und Syndrome

Ungefidhr 40% aller Epilepsiefille sind genetische (frither: idiopathische) Epilepsien.
Strukturell-metabolische und vermutlich strukturell-metabolische Epilepsien machen
daher einen Anteil von ca. 60% aus. Ursachen der Epilepsien konnen dabei sein:
Trauma, perinatale Schéddigung, Schlaganfall, durch Infektionen hervorgerufene
Lasionen, Tumore oder eine genetische Grunderkrankung die mit epileptischen
Anfillen als begleitendes Symptom einhergeht (z.B. tuberdse Sklerose). Bei knapp der
Hilfte aller Epilepsien sind keine spezifischen Ursachen bekannt, teils wegen
ungeniigender Nachforschungen, teils aber auch trotz genauer Untersuchungen.

Die genetischen Epilepsien bilden mit den Epilepsien, die ein Symptom einer
iibergeordneten genetischen Erkrankung darstellen, zusammen die ,,genetisch bedingten
Epilepsien® mit einem Anteil von ca. 40% aller Fille mit definierter Ursache. In einigen
Fillen gibt es Hinweise auf eine Interaktion von genetischen und Umwelteinfliissen. So
sind genetische Faktoren nur selten allein fiir die Pathogenese bestimmend, ebenso wie
Liasionen nicht immer die alleinige Ursache einer Epilepsie darstellen. Haufig stellt sich
bei Patienten deren Epilepsie als genetisch eingestuft wurde, bei ndherer Untersuchung
mit Hilfe von EEG und bildgebenden Verfahren heraus, dass hirnorganische Schiden
nachweisbar sind. Ebenso zeigen sich bei EEG-Familienuntersuchungen, dass bei
strukturell-metabolischen Epilepsien genetische Faktoren eine Rolle spielen konnen.
Héufig sind nicht nur bei den Patienten selbst, sondern auch bei Angehorigen Merkmale
einer genetischen Anfallsbereitschaft im EEG feststellbar. Generell scheint das noch
unreife Gehirn anfilliger fiir Krampfanfille zu sein. Einige Epilepsieformen beginnen
im Kindesalter und die Anfallshdufigkeit wird geringer je ilter die Kinder werden.
Hiaufig sistieren die Anféille bis zum Erwachsenenalter vollig. Bestimmte
Epilepsieformen sind in ganz bestimmten Altersabschnitten zu beobachten. Es scheint,
dass eine komplexe Wechselwirkung zwischen Ursache (genetisch und/oder
umweltbedingt) und der dynamischen Reifung des Gehirns die vielen menschlichen

Epilepsiephinotypen bedingt.
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Die meisten genetischen Epilepsien folgen einem komplexen Vererbungsmuster.

Nur ca. 1% aller Epilepsiefille weist eine monogene Vererbung auf. Trotzdem ist die
Entdeckung von solchen monogen vererbten Epilepsien, oft ausgeldst durch
Ionenkanalmutationen, einer der grofiten Fortschritte in der letzten Zeit. Sie konnen
Anhaltspunkte fiir die Ursache der hiufigeren genetischen familidren Epilepsien bilden,
da die selben genetischen Mechanismen an der Entstechung dieser komplex vererbten
Epilepsien beteiligt zu sein scheinen [Doose, 1998, Robinson & Gardiner, 2000,
Berkovic et al., 2006, Poduri & Lowenstein 2011, Meisler & O’Brien 2012].

Identifizierte Gendefekte, die eine Epilepsie verursachen

In der Vergangenheit wurden einige Gendefekte als Ursache von Epilepsien
beschrieben. Insbesondere handelte es sich hierbei um Defekte in Genen von
Tonenkanilen. Mutationen wurden in spannungsabhingigen (besonders K™ und Na*-)
Kanilen und in ligandenvermittelten Kanidlen (besonders GABAs-Rezeptor- und
nikotinische ACh-Rezeptor-Kanilen) beschrieben. Das bis jetzt wichtigste entdeckte
,.Epilepsie-Gen* ist SCNIA, welches fiir eine Na'-Kanal-Untereinheit kodiert. Mehrere
missense-Mutationen dieses Gens wurden in Familien mit GEFS+-Syndrom gefunden.
Schwerere Mutationen im SCN/A-Gen — besonders solche, die zu einem Proteinabbruch
fithren — wurden bei Patienten mit Dravet-Syndrom gefunden [Berkovic et al., 2006].

Die Tabelle von Poduri und Lowenstein zeigt die Vielfalt der Gene mit den assoziierten

Epilepsiesyndromen [Poduri & Lowenstein 2011].

Tabelle 1 aus Poduri & Lowenstein 2011 Genes associated with epilepsy syndromes.
Gene Associated epilepsy syndrome(s)
ARX Infantile spasms

Early infantile epileptic encephalopathy

ATPIA2 Benign familial infantile convulsions

Familial hemiplegic migraine and epilepsy

CACNAIA | Absence epilepsy and episodic ataxia

CACNB4 Juvenile myoclonic epilepsy

CDKLS5 Infantile spasms
(STK9)

CHRNA4 Autosomal dominant nocturnal frontal lobe epilepsy

CHRNB?2 Autosomal dominant nocturnal frontal lobe epilepsy

CHRNA7 Juvenile myoclonic epilepsy
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CLCN2 Childhood absence epilepsy
Juvenile absence epilepsy

Juvenile myoclonic epilepsy

EFHCI Juvenile myoclonic epilepsy

GABRD Genetic epilepsy with febrile seizures plus

GABRAI Juvenile myoclonic epilepsy

GABRG2 Childhood absence epilepsy

Genetic epilepsy with febrile seizures plus

KCNQ?2 Benign familial neonatal convulsions

KCNQ3 Benign familial neonatal convulsions

KCNMAI Generalized epilepsy with paroxysmal dyskinesia

LGII Autosomal dominant parial epilepsy with auditory features

PCDH19 Epilepsy in females with mental retardation

SCNIA Genetic epilepsy with febrile seizures plus

Severe myoclonic epilepsy of infancy (Dravet syndrome)
SCNIB Genetic epilepsy with febrile seizures plus
SCN2A Benign familial neonatal/infantile convulsions

Genetic epilepsy with febrile seizures plus

SLC2A1 Early-onset absence epilepsy

Epilepsy with paroxysmal exercise-induced dyskinesia

STXBPI Early infantile epileptic encephalopathy

Partial onset epilepsy with intellectual disability

TBCID24 | Familial infantile myoclonic epilepsy

Focal epilesy with developmental disability

Im Folgenden sollen die genetischen Zusammenhinge der fiir diese Arbeit relevanten

Anfallsformen und Syndrome beschrieben werden.

Genetik der Fieberkrampfe (ES)

Fieberkrdmpfe (FS = Febrile Seizure) sind die hiufigsten epileptischen Anfille im
Kindesalter. 2-5% aller Kinder erleiden bis zu ihrem 5. Lebensjahr einen Fieberkrampf.
Charakteristisch fiir diese Anfallsform ist, dass sie durch Fieber ausgelost wird und
zwischen dem 6. Lebensmonat und dem 6. Lebensjahr stattfindet. Die Prognose ist
normalerweise sehr gut, allerdings haben Patienten, die einen Fieberkrampf hatten, ein
etwas hoheres Risiko einen afebrilen Anfall zu entwickeln.

Fieberkrampfe treten sporadisch auf, aber auch ein genetischer Hintergrund spielt bei

dem Auftreten von Fieberkrdmpfen eine Rolle [Dubé et al., 2012].
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Bei 25-40% der Patienten mit Fieberkrimpfen ist eine positive Familienanamnese
eruierbar. Bei Stammbaumanalysen wird die genetische Komponente der Fieberkridmpfe
sichtbar. So zeigen z.B. Zwillingsstudien eine hohere Konkordanz bei eineiigen
Zwillingen, als bei zweieiigen Zwillingen. Ferner zeigt sich fiir ein Kind dessen Eltern
beide Fieberkrampfe hatten, im Gegensatz zu Fieberkrampfen bei einem Elternteil, eine
Verdopplung des Risikos selbst einen Fieberkrampf zu erleiden. Trotz dieser klaren
Anzeichen einer genetischen Basis von Fieberkrdmpfen, ist der Vererbungsmodus
bisher ungeklirt. Es gibt verschiedene Ansdtze von unterschiedlichen Autoren. Einige
sprechen von polygener Vererbung — also einem multifaktoriellen Geschehen — andere
von autosomal rezessiver Vererbung oder von autosomal dominanten Erbgingen mit
unvollstindiger Penetranz. Es gibt Hinweise darauf, dass in Familien von Probanden
mit einem einzelnen febrilen Anfall die polygene Vererbung der wahrscheinlichste
Vererbungsmodus sein konnte. Wohingegen in Familien mit wiederholten
Fieberkrampfepisoden die autosomal dominante Vererbung die grofite Rolle zu spielen
scheint [Nakayama & Arinami, 2006].

Es wurden bereits mehrere Genloci beschrieben, die mit Fieberkrampfen in
Zusammenhang gebracht werden konnen (FEBI — FEB6) [Nakayama & Arinami,
2006]. Auch Mutationen in Natriumkanalgenen und GABA-Rezeptorgenen, sowie in
HCN-Kanalgenen wurden im Zusammenhang mit Fieberkrdampfen beschrieben [Dubé et

al., 2012].

Genetik des GEFS+-Syndroms

Das GEFS+-Syndrom (GEFS+ = generalized epilepsy with febrile seizures plus) wurde
erstmals 1997 von Scheffer und Berkovic [Scheffer und Berkovic, 1997] beschrieben.
Das Spektrum dieses Syndroms beinhaltet Phéanotypen von Fieberkrdmpfen und
Fieberkrampfen plus (FS+) bis hin zur Myoklonisch-astatischen Epilepsie (MAE).
Patienten mit FS+ haben in der Kindheit multiple Fieberkrimpfe und im Gegensatz zu
den typischen Fieberkrimpfen persistieren diese bis iiber das 6. Lebensjahr hinaus oder
es kommen afebrile Anfille hinzu. Im GEFS+-Spektrum finden sich diese FS+
zusammen mit Absencen, myoklonischen Anfillen und atonischen Anfillen. Den
schwerwiegendsten Phidnotyp im GEFS+-Spektrum bildet die MAE. Die Beschreibung
von Scheffer und Berkovic beruht auf den Informationen und Untersuchungen einer
Familie mit 2000 Familienmitgliedern. Der Vererbungsmodus konnte hier klar als

autosomal-dominant eingestuft werden.
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Bisher wurden Natriumkanal-Gene und GABA-Rezeptorgene mit GEFS+ in Verbindung
gebracht: SCNIA, SCN2A, SCNIB und GABRG2, sowie GABRD [Tan et al., 2012].
Zusitzlich wurde ein Locus im Chromosom 224 gefunden; das ursédchliche Gen konnte
jedoch noch nicht identifiziert werden [Audenaert et al., 2005]. Screenings dieser Gene
als Kandidaten fiir die Ursache von GEFS+ oder FS wurden in verschiedenen
Populationen durchgefiihrt. Die Ergebnisse beschreiben, dass Mutationen im SCNIA-
und SCN1B-Gen fiir ca. 17% der familidren GEFS+-Fille verantwortlich sind [Scheffer
und Berkovic, 1997, Audenaert et al., 2005, Nakayama & Arinami, 2006, Tan et al.,
2012].

Genetik des Dravet-Syndroms

Die Assoziation des Dravet-Syndroms mit febrilen Anfillen ldsst einen genetischen
Zusammenhang mit dem GEFS+-Syndrom vermuten. So wurden Untersuchungen des
SCNIA-Gens auch bei Patienten mit Dravet-Syndrom durchgefiihrt. Die erste Studie
diesbeziiglich wurde 2001 von Claes et al. [Claes et al., 2001] an einer kleinen Gruppe
von 7 Patienten mit Dravet-Syndrom durchgefiihrt. Dabei ergab sich, dass jeder Patient
dieser Studiengruppe eine de novo-Mutation im SCN/A-Gen aufwies. In den folgenden
Jahren wurden weitere Untersuchungen des SCN/A-Gens gemacht und mittlerweile sind
tiber 500 verschiedene SCNIA-Mutationen bei Patienten mit Dravet-Syndrom
beschrieben worden. Der Prozentsatz der Patienten mit Dravet-Syndrom, die eine
SCNIA-Mutation aufweisen, variiert in den verschiedenen Studien zwischen 33% und
100% [Claes et al., 2001, Mulley et al., 2005, Nakayama & Arinami, 2006]. Aktuell
wird die Héaufigkeit von Verdnderungen im SCN/A-Gen bei Patienten mit Dravet-
Syndrom mit 70-80% angegeben [Marini et al., 2011]. Ungefdahr 40% der Patienten
weisen eine Mutation auf, welche zu einem Proteinabbruch fiihrt. Diese Mutationen
haben eine signifikante Korrelation mit einem frithen Beginn der Epilepsie.

Bei den meisten Mutationen handelt es sich um de novo-Mutationen. In 5-10% der Fille
ist auch bei anderen Familienmitgliedern eine Mutation nachweisbar. Diese
Familienmitglieder haben in der Regel einen milden Phidnotyp im Rahmen des GEFS+-
Spektrums. Zum Teil lédsst sich die Phanotypvariabilitidt durch Mosaikbildung erkléren.
Auch modifizierende Gene, Effekte des genetischen Hintergrunds und variable
funktionale Effekte von SCNIA-Mutationen werden fiir die unterschiedliche

Auspriagung des Krankheitsbildes verantwortlich gemacht [Marini et al., 2011].
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Bei einem kleinen Anteil weiblicher Patienten mit einem Dravet-Syndrom-dhnlichem
Krankheitsbild, wurden Mutationen im Protocadherin-19-Gen (PCDH19) gefunden. Die
Vererbung dieser Erkrankung (,.epilepsy limited to females with mental retardation®)
erfolgt x-chromosomal. Betroffen sind heterozygote Frauen; hemizygote Minner sind
gesunde Ubertriiger der Erkrankung. Der zugrundeliegende Pathomechanismus scheint
eine sogenannte zelluldre Interferenz zu sein. Das heiflt, dass die Storung nur klinisch
wirksam wird, wenn im gleichen Patienten Zellen mit Mutation und Zellen ohne
Mutation zu finden sind. Diese Hypothese wird unterstiizt durch den Nachweis einer
PCDH19-Mutation als Mosaik bei einem klinisch betroffenen ménnlichen Patienten.
Eine Mutation im PCDH19-Gen wird in ca. 5 % der Patienten mit Dravet-Syndrom fiir
das Krankheitsbild verantwortlich gemacht [Marini et al., 2011, Depienne et al., 2009,
Depienne et al., 2012].

Kiirzlich konnte bei drei Patienten mit Dravet-Syndrom eine Mutation im CHD2-Gen
nachgewiesen werden. Dieses Gen kodiert fiir das Chromodomain Helicase DNA
Binding Protein 2. Bei diesen drei Féllen handelt es sich um eine de novo-Mutation mit
resultierendem Funktionsverlust [Suls et al., 2013].

Als sehr seltene Ursache des Dravet-Syndroms werden ferner Mutationen im GABRG2-
Gen, sowie im SCNIB-Gen beschrieben [Marini et al., 2011].

In ca. 20% der Fille bleibt die Atiologie des Dravet-Syndroms ungeklirt und

wahrscheinlich sind weitere Gene beteiligt [Marini et al., 2011].

Genetik der MAE

In der Erstbeschreibung von Doose et al. wird eine genetische Atiologie als sehr
wahrscheinlich angenommen. In dieser ersten Studie ergab sich eine positive
Familienanamnese fiir Krampfanfille bei 32% der Patienten. Besonders benigne
Anfallsformen wie Fieberkrampfe oder afebrile generalisierte tonisch-klonische Anfille
waren hierbei zu beobachten. In verschiedenen Studien wird von der MAE immer
wieder als der schwersten Anfallsform im GEFS+-Spektrum gesprochen.

Bisher konnten nur selten Genverdnderungen bei Patienten mit MAE nachgewiesen
werden. Hierbei handelt es sich um Mutationen in den Genen SCNIA, SCNIB, SCN2A
und GABRG?2 [Scheffer et al., 2001, Guerrini et al., 2002, Ebach et al., 2005, Kelley &
Kossoff 2010].
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Da Gen-Mutationen bisher nur bei einem kleinen Anteil der MAE-Patienten gefunden
werden konnten, sind diese bisher nicht als Hauptursache fiir die Entstehung einer MAE

anzusehen [Kelley & Kossoff 2010].

Genetik der FKGM

Von einigen Autoren wird die Vermutung eines genetischen Zusammenhangs zwischen
GEFS+ und FKGM beschrieben. So wurden Patienten mit FKGM molekulargenetisch
untersucht und es fanden sich auch bei diesen Patienten Mutationen im SCN/A-Gen. Im
Gegensatz zu den Patienten mit Dravet-Syndrom, bei denen frameshift-, nonsense- und
missense-Mutationen beschrieben wurden, fanden sich bei den Patienten mit FKGM
bisher lediglich missense-Mutationen. Die Positionen dieser Mutationen sind denen der
Dravet-Syndrom-Patienten sehr &hnlich, was einen genetischen Zusammenhang
zwischen dem Dravet-Syndrom und der FKGM andeutet [Fujiwara et al., 2003, Rhodes
et al., 2005]. Diese Vermutung wird auch unterstiitzt durch eine @hnliche Hiufigkeit von

SCNIA-Mutationen bei Patienten mit Dravet-Syndrom und FKGM [Marini et al., 2011].

Im Folgenden sollen die fiir diese Arbeit wichtigen Natriumkanéle, mit ihren bisher

bekannten Mutationen, nidher beschrieben werden.

1.2  Spannungsabhingige Natriumkanile (SCN)

Spannungsabhingige Natriumkanile sind essentiell fiir die Initiation und die
Ausbreitung von Aktionspotentialen in Neuronen. Den Hauptteil des Natriumkanals
bildet die alpha-Untereinheit, welche ein groles Transmembranprotein mit ca. 2000
Aminosduren darstellt. Die alpha-Untereinheit besteht aus vier homologen Dominen,
welche in der Membran eine natriumpermeable Pore bilden, durch die Natriumionen
wihrend der  Ausbreitung eines  Aktionspotentials in  Richtung  des
Konzentrationsgefilles flieBen. (Abbildung 1) Durch die Aktivierung von ATP-
abhingigen Natrium/Kalium-Pumpen wird anschlieBend der transmembrane
Natriumgradient wiederhergestellt.

Die porenbildende alpha-Untereinheit ist alleine funktionsfihig, wird aber in Bezug auf
ihre Kinetik und Spannungsabhéngigkeit von einer oder mehreren beta-Untereinheiten

(beta 1 — beta 4) beeinflusst. Diese beta-Untereinheiten sind kleine
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Transmembranproteine mit einer einzigen extrazelluldren IgG-Schleife und einem
kurzen intrazelluldren C-Ende. (Abbildung 1)

Insgesamt sind 9 verschiedene alpha-Untereinheiten bekannt (SCNIA-SCN5A und
SCNSA-SCNI11A), wovon vier hauptsidchlich im Zentralnervensystem exprimiert werden
(SCNIA, SCN2A, SCN3A, SCN8A). Die Genabschnitte sind evolutiondr
hochkonserviert, sodass man bei unterschiedlichen Spezies nahezu identische
Genabschnitte findet. Ebenso entsprechen sich bestimmte Genabschnitte der
spannungsabhingigen Natriumkanéle untereinander, da sie wihrend der Evolution
durch Verdopplung entstanden sind. Die meisten Neurone des Zentralnervensystems
scheinen alle vier Kanile in unterschiedlichen Anteilen zu exprimieren. Obwohl die
biochemische Kanalaktivitidt aller vier Kandle in vitro sehr #hnlich ist, zeigen
Mausmodelle dass in vivo auf keinen dieser Kanile verzichtet werden kann. Mause die
einen der Kanile nicht exprimieren, sind nicht lebensfihig. Das hei3t, dass die Kanile
obwohl sie sehr d@hnlich funktionieren, im lebenden Organismus einen unterschiedlichen
Aufgabenbereich haben miissen [Meisler et al., 2004, Meisler & Kearney, 2005, Oliva
et al., 2012].

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines spannungsabhéngigen Natriumkanals
(modifiziert nach Meisler & Kearney, 2005). Die 4 homologen Doménen der alpha-
Untereinheit sind mit D1 bis D4 beschriftet. Innerhalb der einzelnen Doménen sind -
beispielhaft in D2 - die transmembranen Segmente mit S1 bis S6 gekennzeichnet. Jeweils
mit der Schleife zwischen S5 und S6 wird die Pore gebildet. Der Spannungssensor ist mit +
gekennzeichnet und liegt jeweils im Segment S4. Neben der alpha-Untereinheit ist eine beta-
Unterheinheit mit einer extrazelluldren IgG-Schleife und einem kurzen intrazelluldren C-
Ende dargestellt.
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1.2.1 SCNIA

Das SCN1A-Gen befindet sich (wie SCN2A und SCN3A) auf dem Chromosom 224 und
umfasst 26 Exone. Es ist das bisher bestuntersuchte und klinisch relevanteste
Natriumkanalgen. Mutationen in diesem Gen wurden bei Patienten mit Dravet-
Syndrom, MAE, FKGM und GEFS+-Syndrom gefunden. Wihrend bei Patienten mit
GEFS+-Syndrom vor allem missense-Mutationen gefunden wurden, waren bei
Patienten mit Dravet-Syndrom besonders nonsense-Mutationen oder frameshift-
Mutationen, die zu einem Proteinabbruch fiihren, festzustellen [Mulley et al., 2005].
Catterall spricht von einer Hypothese, nach der der Schweregrad der Erkrankung mit
dem Schweregrad der Mutation zusammenhidngt [Catterall, 2012]. Je mehr
Funktionsverlust durch die Mutation auftritt, desto schwerer die Erkrankung. Nach
seiner Meinung fiihren missense-Mutationen, die eine geringe Storung der
Natriumkanalfunktion zur Folge haben zu Fieberkrimpfen. Eine moderate oder schwere
Storung des Natriumkanals fithrt demnach zu Krankheitsbildern im Sinne des GEFS+-
Syndroms und Mutationen, die einen kompletten Funktionsverlust zur Folge haben
fiihren zum Dravet-Syndrom; jeweils mit flieBendem Ubergang [Catterall, 2012].

Die meisten beschriebenen Mutationen sind de novo entstanden. Dies zeigt die
Wichtigkeit der Beachtung von Mutationen in der Atiologie von neurologischen
Erkrankungen sogar ohne positive Familienanamnese [Mulley et al., 2005].

Es wurden einige funktionelle Untersuchungen von SCN/A-Mutationen durchgefiihrt.
Die funktionellen Analysen sind technisch schwierig und unterschiedliche
Untersuchungsansitze haben verschiedene Ergebnisse erbracht. Zusitzlich ist fraglich,
inwieweit solche Untersuchungen auf in vivo-Effekte {ibertragbar sind. Trotzdem sind
einige interessante Aspekte auf Grundlage dieser funktionellen Untersuchungen
beschrieben worden.

Ein beschriebener Effekt ist eine Stérung der Kanalinaktivierung, was zu einem ldnger
anhaltenden Ionenfluss fiihrt. Normalerweise Offnen sich die spannungsabhingigen
Natriumkanéle schnell als Antwort auf das verdnderte Membranpotential und schlieSen
schnell wieder, sodass innerhalb weniger Millisekunden der Fluss auf 1% des
maximalen Flusses gesenkt wird.

Bei drei verschiedenen GEFS+-Mutationen wurde ein persistierender Fluss von 2-5%
des maximalen Flusses gemessen. Dieser persistierende Fluss bewirkt im Neuron eine

herabgesetzte Depolarisationsschwelle, was zu Hyperexzitabilitit fiihrt.
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Ein anderer beschriebener funktioneller Effekt bei einer GEFS+-Mutation ist ein
Mechanismus, bei dem der Kanal kiirzer im inaktivierten Stadium bleibt. In diesem Fall
kann der Kanal schneller wieder als Antwort auf eine Depolarisation getffnet werden.
Auch dieser Mechanismus fiihrt zu Hyperexzitabilitit.

Die beschriebenen Mechanismen deuten an, dass sowohl verstirkte SCNIA-Aktivitit,
als auch reduzierte Kanalaktivitét hirnbedingte Krampfanfille auslosen kann [Meisler &

Kearney, 2005].
1.2.2 SCN2A

Das SCN2A-Gen befindet sich (wie SCNIA und SCN3A) auf dem Chromosom 224 und
umfasst 27 Exone.

Dieses Gen kodiert fiir den spannungsabhidngigen Natriumkanal Na, 1.2. Der Kanal
findet sich vor allem im Bereich unmyelinisierter Axone. Kommt es zur
Demyelinisierung von Neuronen, z.B. infolge einer Multiplen Sklerose, sind neben den
in myelinisierten Neuronen zu erwartenden Na, 1.6, erstaunlicherweise auch Na, 1.2
nachweisbar. Anscheinend wird dieser Kanal erneut exprimiert, wenn ein Nerv
demyelinisiert wird [Craner et al., 2004].

Obwohl sich das SCNIA- und das SCN2A-Gen in Bezug auf Grofle und Exonanordnung
sehr dhnlich sind, wurden im SCN2A-Gen bisher nur sehr wenige Mutationen, die mit
Epilepsie assoziiert sind, gefunden. Teilweise kann dieses Phidnomen durch die
Tatsache erklirt werden, dass eine groflere Anzahl Patienten auf SCN/A-Mutationen hin
untersucht wurde.

Die meisten Mutationen im SCN2A-Gen wurden bei Patienten mit benignen familiiren
neonatal-infantilen Anfillen (BFNIS) beobachtet [Heron et al., 2002, Berkovic et al.,
2004, Herlenius et al., 2007, Shi et al., 2012]. Eine beschriebene SCN2A-Mutation bei
einer Familie mit benignen familidren infantilen Anfdllen (BFIS) legt einen
Zusammenhang des genetischen Hintergrundes der beiden Syndrome nahe. Auch ist
eine Uberschneidung der klinischen Merkmale der beiden Syndrome feststellbar
[Striano et al., 2006].

Beziiglich frithkindlicher myoklonischer Epilepsien, wurde bei einem Patienten mit
einer dem Dravet-Syndrom &hnlichen Epilepsie eine Mutation, die zu einem
Proteinabbruch fiihrt, gefunden [Kamiya et al., 2004]. Ebenso wurde eine

Genverdanderung bei einem Patienten mit Fieberkrampfen und afebrilen Anfillen
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beschrieben [Sugawara et al., 2001]. In einer Studie von Shi et al. 2009 wurden 3 neue
Mutationen im SCN2A-Gen bei Patienten mit Dravet-Syndrom gefunden. Bei zwei
dieser Patienten wurde zeitgleich eine Mutation im SCN/A-Gen gefunden [Shi et al.,
2009]. Im Verlauf konnten Shi et al. erneut eine Mutation im SCN2A-Gen bei einem
Patienten mit Dravet-Syndrom nachweisen [Shi et al., 2012]. Weitere Mutationen im
SCN2A-Gen wurden bei Patienten mit Anfillen im GEFS+-Spektrum [Liao et al.,
2010b, Shi et al., 2012], mit sporadischen infantilen Spasmen, mit epileptischer
Enzephalopathie des Neugeborenen [Ogiwara et al., 2009], mit akuter Enzephalitis mit
refraktdren, repetitiven fokalen Anfillen [Kobayashi et al., 2012], sowie mit
wandernden fokalen Anféllen im Kindesalter (,,migrating focal seizures of infancy*)
[Dhamija et al., 2013] nachgewiesen. Liao et al. beschrieben ebenfalls eine Mutation im
SCN2A-Gen, wobei das Krankheitsbild mit Anfidllen mit Beginn in der Neonatalzeit,
Episoden mit Ataxie, Myoklonien, Kopf- und Riickenschmerzen, keinem
Epilepsiesyndrom zugeordnet werden konnte [Liao et al., 2010a]. Eine weitere Studie
analysierte das SCN2A-Gen bei Familien mit autistischen Familienmitgliedern. Auch
hier konnte eine neue Mutation gefunden werden [Weiss et al., 2003].

Die Tabelle 2 zeigt alle zur Zeit bekannten Mutationen im SCN2A-Gen bziiglich
Epilepsie.

Mittels Array-CGH, einem Verfahren, bei dem das Genom eines Menschen mit einer
unauffilligen Referenzprobe verglichen wird, konnten ebenfalls Verdnderungen im
SCN2A-Gen bei Patienten mit Epilepsie festgestellt werden. Technisch bedingt konnen
mittels Array-CGH nur Deletionen oder Duplikationen, nicht aber balancierte
Stukturaberrationen, nachgewiesen werden.

So wurden Duplikationen im Chromosom 2q24 mit einer Grée von ca. 1.5 Mb bis zu
12 Mb gefunden, welche die Gene SCN2A, SCN3A und teilweise SCNIA umfassen.
Klinisch zeigten die Patienten neonatale und frithkindliche Anfille, geistige
Behinderung, bis hin zu einem Epilepsietyp mit Charakteristika von BFNIS und Dravet-
Syndrom [Heron et al., 2010, Raymond et al., 2011, Okumura et al., 2011, Vecchi et al.,
2011, Lim et al.,, 2013]. Teils waren die beschriebenen Duplikationen de novo
entstanden [Okumura et al., 2011, Vecchi et al., 2011], teils wurde die Verinderung an
klinisch ebenfalls betroffene Kinder weitervererbt [Heron et al., 2010], oder es zeigte
sich bei einem Elternteil ein Mosaikbild [Raymond et al., 2011], oder eine balancierte

insertionelle Translokation [Lim et al., 2013].
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Deletionen im Chromosom 2q24, welche die Gene SCN2A, SCN3A und teils SCNIA

betreffen, wurden bei Patienten mit Autismus, Entwicklungsverzogerung,
neurologischen und psychiatrischen Auffilligkeiten, Mikrozephalie, Gehirnanomalien,
Ohrfehlbildungen, Mikrognathie, Brachysyndaktylie, neuromuskulédrer Skoliose, sowie
friihkindlichen Anfillen und Dravet-Syndrom,

Epilepsie beschrieben [Davidsson et al., 2008, Chen et al., 2010, Krepischi et al., 2010,

sowie Dravet-Syndrom-dhnlicher

Bartnik et al., 2011, Nimmakayalu et al., 2012].

Tabelle 2: Bekannte Mutationen im SCN2A-Gen beziiglich Epilepsie
Mutation Krankheitsbild Vererbung Referenz
R102X Dravet-Syndrom-dhnliche | De novo Kamiya et al.,
Epilepsie, mentale 2004
Retardierung, autistische
Ziige, moderate diffuse
Hirnatrophie
R188W Fieberkrampfe und Vater die gleiche SCN2A- Sugawara et al.,
afebrile Anfille Mutation 2001
R223Q BFNIS Insgesamt 11 Berkovic et al.,
Familienmitglieder (inkl. 2004
Mutter) die gleiche SCN2A-
Mutation
M252V BFNIS Mutter und GroBvater die Shi et al., 2012,
gleiche SCN2A-Mutation Liao et al., 2010b
V261M BFNIS De novo Shi et al., 2012,
Liao et al., 2010b
A263V Anfille mit Beginn in der | De novo Liao et al., 2010a
Neonatalzeit, Episoden
mit Ataxie, Myoklonien,
Kopf- und
Riickenschmerzen
D322N SMEI Zusitzlich Mutation im Shi et al., 2009
SCNIA-Gen
Mutter die gleiche SCN2A-
Mutation
F328V SMEB Zusitzlich Mutation im Shi et al., 2009
SCNIA-Gen
Mutter die gleiche SCN2A-
Mutation
E430Q BFNIS Insgesamt 16 Herlenius et al.,
Familienmitglieder (inkl. 2007
Vater) die gleiche SCN2A-
Mutation
D649N Dravet-Syndrom Data not published Shi et al., 2012
V8921 BFNIS Insgesamt 4 Berkovic et al.,
Familienmitglieder (inkl. 2004
Mutter) die gleiche SCN2A-
Mutation (urspriingliche
Probandin keine Mutation)
N1001K BFIS Vater die gleiche SCN2A- Striano et al.,
Mutation 2006
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L10031I BFNIS Insgesamt 3 Berkovic et al.,
Familienmitglieder (inkl. 2004
Vater) die gleiche SCN2A-
Mutation
M1128T Akute Enzephalitis mit Eltern nicht getestet Kobayashi et al.,
refraktédren, repetitiven 2012
fokalen Anfillen
El1211K Sporadische infantile De novo Ogiwara et al.,
Spasmen 2009
R1312T SMEI De novo Shi et al., 2009
R1319Q BFNIS 3 Familien: Berkovic et al.,
- 2 Familienmitglieder (inkl. 2004
Mutter)
- 5 Familienmitglieder (inkl.
Mutter)
- 5 Familienmitglieder (inkl.
Vater)
die gleiche SCN2A-Mutation
V1326D Migrating focal seizures De novo Dhamija et al.,
of infancy 2013
L1330F BFNIS Insgesamt 4 Heron et al., 2002
Familienmitglieder (inkl.
Mutter) die gleiche SCN2A-
Mutation
11473M epileptische De novo Ogiwara et al.,
Enzephalopathie des 2009
Neugeborenen
L1563V BFNIS Insgesamt 6 Heron et al., 2002
Familienmitglieder (inkl.
Mutter) die gleiche SCN2A-
Mutation
11596S BFNIS Insgesamt 8 Herlenius et al.,
Familienmitglieder (inkl. 2007
Vater) die gleiche SCN2A-
Mutation
(urspriingliche Probandin
keine Mutation)
R1902C Autismus Vater die gleiche SCN2A- Weiss et al., 2003
Mutation
R1918H GEFS+ Eltern bereits verstorben, Shi et al., 2012,
erkrankte Nichte ohne Haug et al., 2001
Mutation
1.2.3 SCN3A

Das SCN3A-Gen befindet sich (wie SCNIA und SCN2A) auf dem Chromosom 224 und
umfasst 28 Exone.

Das SCN3A-Gen ist bisher wenig untersucht. Es kodiert fiir den spannungsabhéngigen
Natriumkanal Na, 1.3. Dieser Kanal wird hauptsdchlich im Anfangsstadium der
Entwicklung in verschiedenen Nervenzellen exprimiert und ist im erwachsenen
Nervensystem kaum zu finden. Allerdings wird er nach verschiedenen Arten der

Nervenverletzung erneut exprimiert und wurde daher in Bezug auf verschiedene
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neuropathische Schmerzmodelle untersucht [Cummins et al., 2001, Rogers et al., 2006,
Siqueira et al., 2009]. Es konnte gezeigt werden, dass es zu einer vermehrten Expression
von Na, 1.3 bei unterschiedlichen Nervenschiden wie Spinalnerven-Ligatur,
chronischer Konstriktionsverletzung, Einzelnervenverletzung, diabetischer Neuropathie
und post-herpetischer Neuralgie kommt. Dabei ist interessant, dass Na, 1.3 der einzige
spannungsabhiingige Natriumkanal ist, der nach Nervenschidigung vermehrt exprimiert
wird. Alle anderen spannungsabhingigen Natriumkanile werden vermindert exprimiert.
Die Untersuchungen zeigen, dass es zu vermehrter Expression von Na, 1.3 auf
mehreren Ebenen kommt. Gefunden wurden diesbeziiglich Nervenabschnitte mit
erhohter Na, 1.3-Expression im Bereich der sensorischen Nervenbahnen, der weillen
Substanz des Riickenmarks, der Hinterhornwurzel, tiefer Laminae des Vorder- und
Hinterhorns und auBerdem der lateralen und medialen Nuclei ventroposteriores des
Thalamus. Dementsprechend wird angenommen, dass dieser Kanal eine wichtige Rolle
bei der Entstehung von Phantomschmerzen, Allodynie und Neuralgien spielt [Cummins
et al., 2001, Rogers et al., 2006, Waxman & Hains, 2006].

Beziiglich Epilepsie wurde bisher nur eine Mutation im SCN3A-Gen bei einem
Patienten mit kryptogener fokaler Epilepsie des Kindesalters beschrieben [Holland et
al., 2008, Oliva et al., 2012]. Im Verlauf wurden funktionelle Untersuchungen dieser
Mutation durchgefiihrt. Es zeigten sich ein persistierender und erhohter Fluss, sowie
eine  erniedrigte  Depolarisationsschwelle. ~ Auflerdem  konnten  spontane
Depolaristationen nachgewiesen werden. Diese Mechanismen kénnen erklidren, warum
die betreffende Mutation zu hirnbedingten Krampfanfillen fithren kann [Estacion et al.,
2010].

Yu et al beschreiben bei Patienten mit fokal koritkaler Dysplasie Typ IIb eine vermehrte
Expression von Na, 1.3, sowie eine spezifische Verteilung des Proteins in den Lisionen
des Hirngewebes. Dadurch kann ein Zusammenhang zwischen Na, 1.3 und der
Generation von epileptischer Aktivitit bei Patienten mit fokal-kortikaler Dysplasie Typ
IIb vermutet werden [Yu et al., 2012].

Die beschriebenen Deletionen oder Duplikationen im Chromosom 2q24, die durch
Untersuchung mittels Array-CGH gefunden wurden, betreffen meist das gesamte SCN-
Gen-Cluster (siehe Kapitel SCN2A).
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Tabelle 3: Bekannte Mutationen im SCN3A-Gen beziiglich Epilepsie
Mutation Krankheitsbild Vererbung Referenz
K354Q kryptogene fokale Vater die gleiche SCN3A- Holland et al., 2008
Epilepsie des Mutation
Kindesalters
1.24 SCNSA

Das SCNS8A-Gen befindet sich auf dem Chromosom 12q13 und umfasst 27 Exone.

Auch das SCNSA-Gen ist, in Bezug auf Epilepsie, ein bisher wenig untersuchtes Gen
eines spannungsabhingigen Natriumkanals. Es kodiert fiir den Kanal Na, 1.6. Dieser ist
weit iliber das zentrale und periphere Nervensystem verteilt und ist dort der
hauptsédchliche Kanal der Ranvier’ Schniirringe in myelinisierten Axonen. Ferner wurde
dieser Kanal auch im Bereich von Dendriten, presynaptischen und postsynaptischen
Membranen und nicht-myelinisierten Axonen gefunden. Da er sowohl im Bereich der
Ranvier’ Schniirringe als auch im Bereich der Synapsen gefunden wurde, scheint er
Einfluss auf die axonale Weiterleitung und auch auf die synaptische Antwort nehmen zu
konnen [Caldwell et al., 2000]. Versuche an Miusen zeigen, dass eine Mutation im
SCNSA-Gen zu neurologischen Storungen wie Ataxie, Tremor, Lihmungen und
Dystonien fiihrt [Plummer et al., 1998, Levin & Meisler, 2004, Meisler et al., 2004].
Miuse ohne den Natriumkanal Na, 1.6 sind nicht lebensfdahig. Es wurden Versuche
gemacht, bei denen die Kanalaktivitdt variiert wurde, um zu testen, mit welcher
Kanalaktivitit die Méuse lebensfdhig sind, bzw. sich normal entwickeln. Es konnte
festgestellt werden, dass eine Kanalaktivitit zwischen 6% und 12% der normalen
Aktivitdt ausreicht, um eine normale Lebenserwartung zu erreichen. Ab einer Aktivitit
zwischen 12% und 50% der normalen Kanalaktivitit sind keine Bewegungsstorungen
nachweisbar [Meisler et al., 2004]. Da die Aminosduresequenz des SCNSA-Gens von
Menschen zu 98,5% mit der von Mdiusen iibereinstimmt, kann davon ausgegangen
werden, dass Untersuchungen an Miusen zumindest ansatzweise auch fiir die Vorginge
im menschlichen Organismus einen Anhaltspunkt geben konnen [Plummer et al., 1998].
Tatsédchlich wurde auch bei einer Studie beim Menschen eine Mutation im SCNSA-Gen
bei einem Patienten mit Hirnatrophie, Ataxie und mentaler Retardierung gefunden. Bei
der Untersuchung von Familienmitgliedern zeigte sich teils ebenfalls die Mutation
(jeweils  heterozygot) = wobei  der  klinische  Zustand  von  leichten

Verhaltensauffilligkeiten im Sinne eines ADHS bis hin zu dem beschriebenen Patienten
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mit deutlicher neurologischer Auffilligkeit reichte. Krampfanfille traten in dieser
Familie nicht auf [Trudeau et al., 2006].

Anscheinend wird der Kanal Na, 1.6 zur Reifung von Photorezeptorzellen benétigt.
Wiederum eine Studie an Miusen zeigte, dass der Ausfall des Kanals zwar nicht zur
Degeneration, abnormer Zellausbreitung oder Deprivatation von Sauerstoff oder
Nihrstoffen fiihrt, wohl aber — auch ohne erkennbares morphologisches Korrelat — die
Zellreifung der Photorezeptoren hemmt. Dadurch kommt es bei den betreffenden
Maiusen zu einer reduzierten Lichtsensitivitét [Cote et al., 2005].

Beziiglich Epilepsie wurden in einer Studie bei Médusen mit Mutation im SCNSA-Gen
EEG-Auffilligkeiten gefunden, welche Hinweise auf das Vorliegen einer Absence-
Epilepsie geben [Papale et al., 2009]. Im Gegensatz dazu wurde in einer anderen Studie
eine angehobene Krampfschwelle bei Médusen mit Funktionsstorung im Kanal Nav 1.6
beobachtet. Es wurden Méuse mit Mutation im SCN/A-Gen und dadurch aufgetretenem
Dravet-Syndrom sowie gleichzeitiger Mutation im SCNSA-Gen untersucht. Dabei
konnte festgestellt werden, dass die Miuse mit beiden Mutationen eine hdohere
Krampfschwelle haben, als solche nur mit der SCNIA-Mutation. Das SCNSA-Gen wird
hier als genetischer Modifizierer bei Patienten mit Dravet-Syndrom beschrieben [Martin
et al., 2007].

Veeramabh et al. gelang kiirzlich der Nachweis einer Mutation im SCN8A-Gen bei einer
Patientin mit schwerer epileptischer Enzephalopathie, mit friihkindlichen
Krampfanfillen, autistischen Ziigen, geistiger Behinderung, Ataxie und SUDEP
(sudden unexplained death in epilepsy) [Veeramah et al., 2012].

Ebenfalls kiirzlich wurden mehrere Mutationen im SCNSA-Gen bei Patienten mit
epileptischer Enzephalopathie, Infantilen Spasmen und Lennox-Gastaut-Syndrom

beschrieben [O’Brien & Meisler, 2013].
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Tabelle 4: Bekannte Mutationen im SCN8A-Gen beziiglich Epilepsie

Mutation Krankheitsbild Vererbung Referenz

G214D Infantile Spasmen De novo O’Brien & Meisler,

2013

DIS4 Epileptische De novo O’Brien & Meisler,
Enzephalopathie 2013

R662C Epileptische unbekannt O’Brien & Meisler,
Enzephalopathie 2013

DIIS1 Epileptische De novo O’Brien & Meisler,
Enzephalopathie 2013

L875Q Lennox-Gastaut-Syndrom | De novo O’Brien & Meisler,

2013

L1331V Epileptische Dominante Vererbung O’Brien & Meisler,

Enzephalopathie des Vaters mit 2013
somatischem Mosaik

DIIIS6 Epileptische De novo O’Brien & Meisler,
Enzephalopathie 2013

N1768D Schwere epileptische De novo Veeramah et al., 2012
Enzephalopathie,
frithkindliche
Krampfanfille, Autismus,
geistige Behinderung,
Ataxie, SUDEP

R1872Q Epileptische Unbekannt O’Brien & Meisler,

Enzephalopathie

2013
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2 Materialien und Methoden

Im Folgenden sollen die Materialien und Methoden, welche in dieser Arbeit

Anwendung fanden, aufgelistet werden.

2.1 Materialien

Die verwendeten Materialien werden mit Art, Modell und Hersteller und gesonderten
Angaben des Herstellers aufgefiihrt. Die Genbankverweise werden mit den zur

Recherche genutzten Homepages angegeben.

2.1.1 Gerite
Gerit Modell Hersteller
Genetic Analyser 3100 ABI Prism
Thermocycler T 3000 Biometra
power supply E844 Consort
Wasserbad WBI1 Medingen
Magnetriihrer Monotherm Variomag
Zentrifuge Hettich Mikro 200R
Zentrifuge Hettich
PH-Meter Hanna PH 211
Mikrowelle LG MS-197H
Dry-Block Techne DB-2A
Vortexer Scientific Industries Vortex Genie 2
Elektronische Pipette Rainin EDP3-Plus
Pipetman Gilson P10
P20
P200
P1000
Mobile Pipettierhilfe IBS Pipetboy acu
Autoklav Wolf HV-25
Photometer Pharmacia-Biotech Ultrospec1000
Waage OHAUS Navigator
2.1.2 Materialien
Pipettenspitzen mit Filter =~ Nerbe 07.702.5360 10 pl

07.722.5360 10 pl
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Tips LTS Rainin
50 ml R6hrchen Greiner
PCR-Reaktionsgefilie Greiner
2 ml Reaktionsgefil3e Sarstedt
Mikrotiterplatte, U-Form

96 Vertiefungen Greiner
PCR-Platten Natur Nerbe
Verschlussfilm Roth

2.1.3 Chemikalien

Phenol Roti

Lichrosolv Wasser

Hi_Di Formamid

EtOH absolut

Proteinkinase K

3100 Pop 6

Aqua ad iniectabilia

Qiagen Multiplex PCR Kit 1000
10xEDTA Puffer

Qiaquick PCR Purifikation Kit 250
Triton X-100

GeneRTM DNA Ladder
Trichlormethan

Tris

Sucrose

Big Dye Terminator Cycle
Sequenzing Kit 1000 Reactions
Ethidiumbromid Isg 1%
MgCI2

EDTA

NaCl

Lauryl Sulfate

PegLab Universal Agarose
Natriumacetat

Essigsdure 96%

07.712.5360
07.752.5360
07.762.5360
RC-L250, lose
227285
060826-109
72,695

650101
04.083.0540
H769.1

Roth

Merck

ABI Prism
Riedel-de Haen
Sigma

ABI Prism
Braun

Qiagen

ABI Prism
Qiagen

Fluka

MBI

Riedel de Haen
Roth

Sigma

ABI Prism
Roth

Sigma

Sigma

Roth

Sigma

PegLab

Roth

Riedel de Haen

20 ul

200ul
1000ul
250 pl

0,2 ml
2ml

0,2 ml
140X80mm

38,1
1,15333
4311320
32205
P2308
4316357
2351544
206145
402824
28106
93420
SMO0333
32211
4855,2
S-9378-500G

4337456
2218,1
M-8266
ED4SS
3957,1
L4509
35-1020
X891.1
33206
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2.1.4 Losungen

DNA-Extraktion

PCR

AgaroseGel

Aufreinigung

Sequenzansatz

Fiallung

Sequenzierung

Phenol Roti
EtOH absolut
Proteinkinase K
Triton X-100
Trichlormethan
Tris

Sucrose
MgCl2

EDTA

NaCl
Natriumacetat
Lauryl Sulfate

Qiagen Multiplex PCR
Kit 1000

PegLab Universal
Agarose
Ethidiumbromidlsg 1%

Tris

EDTA

Essigsdure 96%
GeneRTM DNA Ladder

Qiaquick PCR
Purifikation Kit 250
Lichrosolv Wasser

Big Dye Terminator
Cycle

Sequenzing Kit 1000
Reactions
Lichrosolv Wasser

EtOH absolut
Natriumacetat

Lichrosolv Wasser

Roth

Riedel-de Haen
Sigma

Fluka

Riedel de Haen
Roth

Sigma

Sigma

Sigma

Roth

Roth

Sigma

Qiagen

PeqLab

Roth

Roth

Sigma

Riedel de Haen
MBI

Qiagen

Merck

ABI Prism

Merck

Riedel-de Haen
Roth

Merck

38,1
32205
P2308
93420
32211
4855,2
S-9378-500G
M-8266
ED4SS
3957,1
X891.1
L4509

206145

35-1020

2218,1
4855,2
EDA4SS
33206
SMO0333

28106

1,15333

4337456

1,15333

32205
X891.1

1,15333
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Hi_Di Formamid ABI Prism 4311320
3100 Pop 6 ABI Prism 4316357
10xEDTA Puffer ABI Prism 402824

2.1.5 Genbankverweise

www.mutationdiscovery.com

SCN2A2

SOURCE RECORD

GAP NT_005403
RefSeq NM_021007

SCN3A

SOURCE RECORD

GAP NT_005403

GenBank AF035686
GenBank AF035685
GenBank AF225987
GenBank AJ251507
GenBank AJ277394
GenBank AF225986
GenBank S69887

RefSeq NM_006922

SCNSA

SOURCE RECORD

GAP NT_029419
GenBank AF225988
GenBank AB037525
GenBank AJ310885
GenBank AB027567
GenBank AJ277395
GenBank AJ276141
GenBank AF049618
GenBank AJ276142
GenBank AF225988
GenBank AJ310884
GenBank AJ310898
RefSeq NM_014191

UniProtKB/Swiss-Prot

WWW.expasy.org
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SCN2A2 ->

Q99250

Sequence databases

L
=
C

EMBL
GenBank
DDBIJ

M94055 mRNA. Translation: AAA18895.1.

AF059683 Genomic DNA. Translation: AAC14574.1.

AF327246 AF327245 Genomic DNA. Translation: AAG53413.1.
AF327246 AF327245 Genomic DNA. Translation: AAG53412.1.
ACO011303 Genomic DNA. Translation: AAY14971.1.

AC013438 Genomic DNA. No translation available.

X65361 mRNA. Translation: CAA46438.1. Sequence problems.
M91804 mRNA. No translation available.

M55662 Genomic DNA. Translation: AAB65854.2.

IPI

IP100220666.
IP100305036.

PIR

A46269.
159194.

RefSeq

NP_001035232.1. NM_001040142.1.
NP_001035233.1. NM_001040143.1.
NP_066287.2. NM_021007.2.

UniGene

Hs.93485.

SCN3A >

QI9NY46

Sequence databases

L
O
L

EMBL
GenBank
DDBJ

AJ251507 mRNA. Translation: CAB85895.1.

AF225987 mRNA. Translation: AAK00219.1.

AF330135 AF330134 Genomic DNA. Translation: AAG53414.1.
AF330135 AF330134 Genomic DNA. Translation: AAG53415.1.
ACO013463 Genomic DNA. Translation: AAY15072.1.

AF035685 mRNA. Translation: AAC29514.1.

AF035686 mRNA. Translation: AAC29515.1.

S69887 Genomic DNA. Translation: AAB30530.1.

ABO037777 mRNA. Translation: BAA92594.1.

AF239921 mRNA. Translation: AAF44690.1.

IPI

IP100020692.
IPI00218521.
IPI00218522.
IPI00397861

PIR

A54937.

RefSeq

NP_001075145.1. NM_001081676.1.
NP_001075146.1. NM_001081677.1.
NP_008853.3. NM_006922.3.

UniGene

Hs.435274.

SCNSA ->

QoUQDO

Sequence databases

C
=
C

EMBL
GenBank
DDBIJ

AF050736 AF050735 Genomic DNA. Translation: AAD15789.1.
AF049618 Genomic DNA. Translation: AAD20439.1.

FJ611941 mRNA. Translation: ACM63162.1.

ABO027567 mRNA. Translation: BAA78033.1.

AF225988 mRNA. Translation: AAF35390.1.

AC013421 Genomic DNA. No translation available.

AC025097 Genomic DNA. No translation available.

AC068987 Genomic DNA. No translation available.

AC140060 Genomic DNA. No translation available.

IPI

IPIO0183041.
IPI00337743.
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IPI00337744.
IPI00337745.
IP100954952.

RefSeq NP_001171455.1. NM_001177984.2.
NP_055006.1. NM_014191.3.

UniGene Hs.436550.
Hs.710638.

Ncbi-Datenbank

www.ncbi.nlm.nih.gov/

2.2  Methoden

Die zur DNA-Gewinnung, -Vervielfiltigung und -Analyse verwendeten Methoden und
die benétigten Verfahren zur Auswertung der Ergebnisse werden nachfolgend

beschrieben.

2.2.1 Extraktion der DNA

Zur Extraktion der DNA werden EDTA-Vollblutproben der Patienten, der Eltern wenn
verfiigbar und der Kontrollpersonen gewonnen. Entweder erfolgt die DNA-Extraktion
direkt oder die Blutproben werden zunichst bei -20°C eingefroren.

Um eine moglichst hohe Ausbeute an DNA zu gewihrleisten, wird zur Extraktion die
Phenol/Chloroform-Methode verwendet. Bei dieser Methode wird das Blut zunéchst mit
1sotonischer Kochsalzlosung verdiinnt und dann werden die Zellen abzentrifugiert (die
genauen Zeiten, Mengen und Konzentrationen sind der Tabelle 5 zu entnehmen.).
Darauthin werden die Zellen im Kern-Extraktionspuffer lysiert und die Zellkerne
freigelegt. Wahrend der Lyse wird das Gemisch auf Eis gelagert um unerwiinschte
enzymatische Prozesse zu vermeiden. Bei der nun folgenden Zentrifugation werden die
Zellkerne isoliert. DNA-Extraktionspuffer, DNA-Extraktionspuffer-SDS-Gemisch und
Protease K werden zur Freilegung der DNA aus den Zellkernen hinzugefiigt und die
Probe im Wasserbad bei 50°C inkubiert.

Als néchstes folgt die Reinigung der DNA. Durch Hinzufiigen von Phenol werden die
lipophilen Bestandteile in eine untere Phase abgesondert und so kann die in der oberen,
wissrigen Phase befindliche DNA von den lipophilen Bestandteilen getrennt
abgenommen werden. Durch das Chloroform werden die ansonsten oxidativ wirkenden

Phenolreste entfernt.
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Als nichstes erfolgt die Fillung der DNA. Hierzu wird die DNA durch Zugabe von
Natriumacetat und Ethanol wasserunldslich gemacht. Dadurch kommt es zur Ausfillung
der DNA welche bei der Lagerung bei -20°C weiterlduft. Bei der darauthin folgenden
Zentrifugation setzt sich die DNA am Boden des Gefidlles ab. Es folgt ein Waschgang
mit 70%igem Ethanol um Natriumacetatreste zu entfernen. Nach erneuter
Zentrifugation wird das entstandene Pellet in Tris-EDTA aufgenommen. Eventuell noch
in der Losung befindliche Enzyme werden durch den Chelatbildner EDTA inaktiviert
(durch Komplexierung von Kationen). Um einer sdaurebedingten Verschlechterung der
DNA entgegenzuwirken, wird dem EDTA Tris(hydroxymethyl)-aminomethan zugefiigt

um einen leicht alkalischen pH-Wert zu gewihrleisten.
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Tabelle 5: Protokoll zur Extraktion von DNA aus EDTA-Blut

EDTA-BIlut (5 — 7,5 ml) mit 0,9%iger NaCl-Losung auf 40 ml auffiillen
Zentrifugation bei 1500 rpm und 4°C fiir 10 min

Uberstand verwerfen

30 ml Nuclei-Extraction-Buffer hinzufiigen

Vortexen 3 x 10 sec

Lagerung auf Eis fiir 30 min

Zentrifugation bei 2500 rpm und 4°C fiir 10 min

Uberstand verwerfen

500 pul DNA-Extraction-Buffer hinzufiigen (Moglichkeit der Lagerung
Stadium bei -80°C)

500 u1 DNA-Extraction-Buffer/SDS 1% hinzufiigen

1 Spatelspitze Protease K hinzufiigen

Lagerung im Wasserbad bei 50°C fiir 3 Stunden

1000 pl Phenol hinzufiigen

Wippen fiir 30 min

Zentrifugation bei 2500 rpm und 4°C fiir 10 min

Uberstand in 500ul Phenol iiberfiihren

Wippen fiir 20 min

Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 10 min

Uberstand in 500 pl Phenol/Chloroform iiberfiihren

Wippen fiir 20 min

Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 10 min

Uberstand in 500 ul Chloroform iiberfiihren

Wippen fiir 20 min

Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 10 min

Uberstand in 1000 ul 3 M NaAc pH 5 + Ethanol 100% (1+19) iiberfiihren
Wippen manuell

Lagerung bei -20°C iiber Nacht (oder mindestens 30 min)
Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 20 min

Uberstand verwerfen

200u1 Ethanol 70% hinzufiigen

Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 10 min

Uberstand verwerfen

Pellet antrocknen

300 ul Tris-EDTA hinzufiigen und mischen

Lagerung im Wasserbad bei 50°C iiber Nacht (oder wenigstens iiber Tag)

Lagerung dauerhaft bei 4°C

in diesem
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2.2.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration wird mit Hilfe der Photometrie bestimmt. Bei diesem
Verfahren wird die Schwichung der Strahlungsintensitdt beim Durchgang durch eine
absorbierende Substanz bestimmt. Dabei ist die Intensitdtsschwédchung von der
Weglinge und der Konzentration der absorbierenden Substanz abhidngig. Diese
Zusammenhinge werden im Lambert-Beerschen Gesetz beschrieben.

Vor der eigentlichen Messung wird das Gerit mit H,O geeicht. Zur Messung der DNA-
Konzentration wird die gewonnene DNA um den Faktor 100 verdiinnt und 100 ul der
Probe in die 1 cm dicke Kiivette gefiillt. Die zur Messung genutzte Wellenldnge betrigt
260 nm. Der Extinktionskoeffizient fiir doppelstringige DNA betrdgt 50ug/ml. Die
Konzentration errechnet sich dann aus der Absorption bei 260 nm multipliziert mit dem
Verdiinnungsfaktor und dem vom Extinktionskoeffizienten abhédngigen DNA-

spezifischen Multiplikationsfaktor (der Wert betrédgt bei doppelstringiger DNA 50).

Konzentration = Absorption x Verdiinnungsfaktor x Multiplikationsfaktor

Neben der Messung der DNA-Konzentration wird zur Bestimmung der
Proteinkonzentration und damit der Reinheit der DNA eine zusitzliche Messung bei
einer Wellenldnge von 280 nm durchgefiihrt. Der Quotient aus der Absorption bei 260
nm und der bei 280 nm sollte sich dabei moglichst dem Wert 1,8 annidhern und damit
eine fast vollstidndige Proteinfreiheit anzeigen.

Nach der Bestimmung der Konzentration kann die DNA nun mit H,O auf die benétigte

Arbeitskonzentration verdiinnt werden.

2.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren zur Vervielfiltigung spezifischer
DNA-Sequenzen.

Die PCR lduft in 3 sich wiederholenden Schritten ab. Als erster Schritt wird die DNA
durch Erhitzung auf 94°C denaturiert (Denaturierung), es schlieft sich der zweite
Schritt (Annealing) an, der bei ca. 60°C stattfindet. Fiir diesen Schritt werden zwei
Oligonukleotid-Primer benétigt, die gegenldufig an komplementire DNA-Stringe
binden und dabei den interessierenden DNA-Abschnitt einfassen. Durch Verldngerung

der Oligonukleotid-Primer, mit Hilfe von DNA-Polymerasen, welche Nukleotide an die
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3’-OH-Primer-Enden heften, entstehen komplementire DNA-Sequenzen, welche das
Zielprodukt beinhalten und am 5’-Ende durch den Primer definiert sind. Diese
Verldngerung (Elongation) stellt den dritten Schritt der PCR dar und findet bei ca. 70°C
statt. Als nidchstes schlieft sich wieder ein Denaturierungsschritt an. Bei den nun
folgenden Schritten (Annealing + Elongation), dient sowohl die Ausgangs-DNA als
auch die neusynthetisierte DNA als Matrize. So entsteht beim zweiten Zyklus das an
beiden Enden primerdefinierte Zielprodukt, das in den nichsten Schritten ebenfalls als
Matrize dient. So kénnen in 30 Zyklen etwa 10° Kopien der Ziel-Sequenz hergestellt
werden.

Bereits 1986 wurde die Methode durch K.B. Mullis eingefiihrt, wobei zu dieser Zeit
noch keine DNA-Polymerasen eingesetzt wurden, die eine Erhitzung auf 94°C
aushielten. So musste nach jedem Denaturierungsschritt erneut Polymerase dem Ansatz
hinzugefiigt werden. Die Entdeckung thermostabiler DNA-Polymerasen, wie die Taq-
Polymerase urspriinglich von Thermus aquaticus, einem thermophilen Bakterium das
man in heien Quellen findet, war entscheidend fiir die Automatisierung der Methode
[Saiki et al., 1988].

Heute gehort die PCR zu den géngigen Methoden in der molekularbiologischen
Forschung und Diagnostik [Strachan & Read, 1996].

Auswahl der PCR-Oligonukleotide (sog. Primer)

Entscheidend fiir den Erfolg der PCR ist die Auswahl passender Oligonukleotidpaare.
Die Kiriterien fiir die Auswahl gibt Tabelle 6 wieder.

Tabelle 6: Kriterien zur Auswahl optimaler Oligonukleotidpaare

e Linge 21-30 basenpaare
GC-Gehalt 40-60%
Schmelztemperatur >60°C und fiir das Oligonukleotidpaar moglichst gleich
Ausreichender Abstand der Oligonukleotid-Primerbindestelle zur Zielregion
Moglichst spezifische Bindung an der Oligonukleotid-Primerbindestelle
Komplementaritit von 2 oder 3 Basen am 3’-Ende der Oligonukleotid-Primer moglichst
vermeiden

Zur Auswahl der Oligonukleotid-Primer wird das online-Programm mutationdiscovery®
genutzt. Bei diesem Programm wird die Zielsequenz vorausgewidhlt und dann die
Bedingungen fiir die Oligonukleotidpaare  bestimmt. So  kOnnen  wir
Oligonukleotidpaare mit anndhernd optimalen Bedingungen (wie in Tabelle 6

beschrieben) generieren. Um die PCR-Bedingungen ebenfalls moglichst optimal zu
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erhalten, wihlen wir die Oligonukleotidpaare so, dass die Linge des entstehenden PCR-
Produktes 650 bp nicht iiberschreitet. Daher miissen wir fiir verschiedene, besonders
groe Exone mehrere Oligonukleotidpaare, deren Zielsequenzen sich {iiberlappen,
auswihlen. Die Bezeichnungen der Oligonukleotidpaare (Bsp. SCN3A Ex 18b F) setzen
sich aus dem Namen des Gens plus die Nummer des Exons, mit eventuell einer
Zusatzbezeichnung (Kleinbuchstaben) bei mehreren Oligonukleotidpaaren fiir ein Exon
und F bzw. R fiir ,,forward* und ,reverse”, also die Leserichtung, zusammen. Die
genaue Basenfolge der Oligonukleotidpaare ist der Tabelle 17 im Anhang zu
entnehmen. Wir entscheiden uns nur Exone zu sequenzieren, die auch kodieren. So
ergibt es sich, dass von SCN3A die ersten beiden und von SCN2A2 und SCNSA jeweils
das erste Exon nicht sequenziert werden, da sich das jeweilige Startcodon erst hinter
diesen Exonen befindet.

Anhand der vom  Hersteller  mitgelieferten  Schmelztemperaturen  der
Oligonukleotidpaare ergeben sich fiir die Amplifikation der verschiedenen Exone
unterschiedliche =~ Annealing-Temperaturen.  Unter  Beriicksichtigung  dieser
verschiedenen Ansatzbedingungen wird dann jeweils ein Primermix mit zueinander
passenden Oligonukleotidpaaren bestimmt. Dazu miissen die PCR-Produkt-Lingen
moglichst unterschiedlich sein, um auf dem Kontroll-Gel eine einzelne, gut sichtbare
Bande fiir jedes PCR-Produkt zu bekommen. Die Austestung der Primermixe anhand
von Kontrollprobanden-DNA ergibt fiir SCN3A sieben verschiedene Primermix-
Ansitze, fir SCNSA neun Primermixe und drei Einzel-PCRs und fiir SCN2A2 acht
verschiedene Primermix-Ansitze. Die entstechenden Primermixe mit den jeweiligen
Basenpaar-Lingen des dazugehorigen PCR-Produktes konnen der Tabelle 7 entnommen
werden. Der Primermix mit den meisten Oligonukleotidpaaren ergibt einen Ansatz bei
dem 5 Exone zeitgleich amplifiziert werden konnen.

Die Auflistung der Ansatzbedingungen konnen der Tabelle 8 entnommen werden. Bei
der Austestung der PCRs und Sequenzansitze mit ihren jeweiligen
Oligonukleotidpaaren ergibt sich die Notwendigkeit beim Exon 12 im SCNSA-Gen dem
PCR-Ansatz Q-Solution hinzuzufiigen. Beim Exon 21 im SCN8A-Gen ist es nicht
moglich die ,,forward* Richtung zu sequenzieren, obwohl die PCR funktioniert. So wird
ein zweiter Oligonukleotid-Primer in ,,reverse“-Richtung bestellt um eine Auswertung
dieses Exons zu ermoglichen. Sowohl die beiden R-Primer des Exons 21 als auch die
Primer des Exons 23 (ebenfalls im SCNS8A-Gen) werden dem Sequenzansatz (siehe

Kapitel Sequenzansatz Tabelle 9) in doppelter Konzentration zugefiigt.
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Tabelle 7 Oligonukleotid-Primer-Kombinationen im PCR-Ansatz
Primermixe SCN2A2 Primermixe SCN3A Primermixe SCNSA
Primer- Bp- Primer- Bp- Primer- Bp-
mix Exon Linge mix Exon Linge mix Exon Linge
1 4 251 1 14 241 1 8 259
5 295 20 343 10 335
2 460 27 414 27¢ 411
3 562 10 484 2 6 187
2 8 197 15 572 5 267
6 216 2 19 263 17b 339
9 341 16 353 15 413
7 464 21 430 3 18 219
3 10 382 28c 498 20 316
13 475 3 9 272 2b 349
12 529 26 379 4 13 279
11 599 3 450 16a 352
4 16b 382 17 507 27d 461
27c 443 4 25 299 5 3 223
15 595 11 384 2a 310
14 627 18a 450 26 395
5 27d 338 28b 515 6 24 244
17a 411 5 18b 317 17a 330
18 433 6 386 14 409
19 548 7 458 7 19 258
6 21 276 13 527 7 331
20 345 6 5 319 27b 411
22 518 8 406 11 518
23 650 24 468 8 9 283
7 27a 483 12 566 16b 316
25 490 7 22 342 22 390
26 553 4 411 9 25 269
24 588 23 471 4 301
8 16a 314 28a 571 27a 474
27b 438 Einzel-PCR
17b 513 12 475
21 297

23

156
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Tabelle 8 PCR: Ansatzbedingung und Programm im Thermocycler

PCR-Ansatz ohne Q-Solution®: 1. 95°C 15 min

(Gesamtansatz in pl x 0,5) ul Multiplex 2. 94°C 30s

+ (Gesamtansatz in pl x 0,3) ul RNase freies Wasser 3. 60°C/61°C/63°C/65°C 90 s

+ (Gesamtansatz in pl x 0,1) pul Primermix 4. 72°C 45's

+ (Gesamtansatz in pl x 0,1) ul DNA, bzw. H,O (fiir 5. 72°C 10 min

Negativkontrolle) 6. 4°C 5 min
7. 4°C Pause

PCR-Ansatz mit Q-Solution®: Schritt 2. — 4. 35 x wiederholen

(Gesamtansatz in pl x 0,5) ul Multiplex

+ (Gesamtansatz in pl x 0,1) pl Q-Solution® zu 3.:

+ (Gesamtansatz in ul x 0,2) ul RNase freies Wasser | 60°C > SCN2A2

+ (Gesamtansatz in pl x 0,1) ul Primermix 61°C = SCNSA, Primermix 1-7

+ (Gesamtansatz in ul x 0,1) ul DNA, bzw. H,O (fiir | 63°C - SCN3A

Negativkontrolle) 65°C > SCNSA, Primermix 8 und 9

Gesamtansitze:

bei 5 Primerpaaren im Primermix 100 pl Ansatz;

bei 4 Primerpaaren im Primermix 80 ul Ansatz;

bei 3 Primerpaaren im PM 60 ul Ansatz;

Einzel-PCR 25 pl Ansatz

PCR-Ansatz ohne Q-Solution® > SCN2A2, SCN3A

und SCNSA aufler Exon 12

PCR-Ansatz mit Q-Solution® = Exon 12 (SCN8A)

2.2.4 Gelelektrophorese

Zur Kontrolle des PCR-Erfolgs iiberfithren wir jeweils 5 pul PCR-Produkt auf ein
2%iges Agarosegel. Zuvor wird das PCR-Produkt zur Visualisierung der
Probenbewegung auf dem Gel und als optische Hilfe beim Einfiillen der Proben in die
Geltaschen, mit 2 ul Loading dye vermischt. In die erste Gel-Tasche wird ein DNA-
Lingenstandard (10 pl gene ruler®) gefiillt, welcher als GroBenstandard alle 100 bp eine
Markierung ausbildet und somit beim gefidrbten Gel die Beurteilung der GréBe des
entstandenen PCR-Produktes zuldsst. Dann wird eine Spannung von 125V an die
Elektrophoresekammer, welche mit dem Elektrolyt 1 x TAE gefiillt ist, angelegt. Wenn
sich die Proben dem unteren Gelrand ndhern, wird das Gel in Ethidiumbromid 1% fur
10 Minuten gefidrbt. Die durch die Firbung und mit Hilfe einer UV-Licht-Quelle

fluoreszierenden Banden konnen nun zur Dokumentation fotografiert werden.

2.2.5 Sequenzierung

Zur Sequenzierung wird das jeweilige PCR-Produkt aufgereinigt und anschliefend in
einen Sequenzansatz mit jeweils einem Oligonukleotid-Primer, Big dye® und

sequenzing buffer® eingesetzt. Zur Aufreinigung entscheiden wir uns fiir das Qiaquick
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PCR Purifikation Kit 250. Bei diesem Verfahren wird das PCR-Produkt mit einem
Puffer versehen und in eine Sdule mit einer Silica-Membran iiberfiihrt. Die DNA wird
durch einen hohen Salzgehalt und einen pH < 7,5 an die Membran gebunden. Die
sonstigen Bestandteile werden bei der Zentrifugation ausgewaschen und verworfen.
Nach einem erneuten Waschschritt, dem erneuten Verwerfen der eluierten Fliissigkeit
und einem zusitzlichem Zentrifugationsschritt um das restliche Ethanol zu entfernen,
wird die nun aufgereinigte DNA mit einem Puffer, der einerseits den Salzgehalt
herabsetzt und andererseits den pH iiber 7,5 anhebt in ein sauberes Gefal} eluiert.

Nach der Aufreinigung erfolgt die zyklische Sequenzierung. (Schema siehe Tabelle 9)
Dabei wird erneut eine Art PCR durchgefiihrt, mit dem Unterschied, dass nur ein
Oligonukleotid-Primer pro Ansatz und fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide
(ddNTPs), neben den um ein Vielfaches mehr vorhandenen, fiir den Einbau bei der
Elongation benotigten dNTPs, verwendet werden. Die ddNTPs unterscheiden sich von
den normalen dNTPs dadurch, dass ihnen nicht nur am 2’-Kohlenstoff, sondern auch
am 3’-Kohlenstoff eine Hydroxylgruppe fehlt. So konnen sie keine
Phosphodiesterbindung zum nichsten Nukleotid mehr ausbilden und damit wird die
Synthese der DNA-Kette abgebrochen. Somit entstehen unterschiedlich lange DNA-
Fragmente, die durch ihre Fluoreszenzmarkierung, nach kapillarelektrophoretischer
Auftrennung iiber eine spezielle Polymermatrix, von dem von uns genutzten System
(ABI Prism 3100, Genetic Analyser) automatisch abgelesen werden kann. Da dieser
letzte, automatisch ablaufende Schritt sehr lange braucht, miissen die Proben zuvor,
nach einem Féllungsschritt, durch Zusetzen von Formamid vor Verdunstung geschiitzt
werden. Nach der Bestimmung der Basensequenz durch das Gerit, wird sie in einem
Elektropherogramm dargestellt und nun kann die soeben bestimmte Basenabfolge mit

der des Wildtyps bzw. der Referenz verglichen werden.

Tabelle 9 Sequenzansatz und Programm im Thermocycler

11,5 pul aufgereinigtes PCR-Produkt 1. 96°C (Denaturierung) 10s
folgendes hinzufiigen: 2. 60°C (Annealing) S5s

1,5 pl Primer (1,6 uM bzw 3,2 uM) 3. 60°C (Elongation) 4min
3 ul Big dye 4. 4°C 10min
4 pl 5x Sequenzing buffer 5. 4°C Pause
und in den Thermocycler stellen Schritt 1. — 3. 24-mal wiederholen

doppelte Primerkonzentration (3,2 pM) bei
folgenden Primern:

SCNSAEx 21 R

SCNSA Ex 21 NEU

SCNSA Ex 23 F

SCNSAEx 23R
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2.2.6 Sequenzauswertung

Zur Auswertung der durchgefiihrten Sequenzierung nutzen wir das Programm
SeqScape. Dieses Programm ermdglicht den Vergleich des ermittelten
Elektropherogramms mit der Basenabfolge einer Referenz und das gleichzeitige
Betrachten mehrerer Elektropherogramme von unterschiedlichen Probanden (siehe

Abbildung 2).

xseqszauz - Blutbank Blutbank is logged in - _ﬂgjlﬂ
File Edit View Tools Analysis DBSearch Window Help
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Abbildung 2: Auszug aus dem Programm SeqScape. Dargestellt sind die Auswertungen zweier Test-
Sequenzierungen. Von der ersten Test-DNA sind der ,,forward und ,,reverse Strang dargestellt, von der
zweiten Test-DNA nur der eine Strang.

Durch den Vergleich des ,,forward* Strangs mit dem ,,reverse Strang kann entschieden
werden, ob eine Verdnderung eine Variation darstellt oder nur ein erhohtes
Hintergrundrauschen. Im nachfolgend dargestellten Bild zeigt sich links im Bild mit
Pfeilen markiert auf beiden Striangen die Darstellung von sowohl einem griinen, fiir ein
A stehenden Peak, als auch einem schwarzen, fiir ein G stehenden Peak. Hierbei scheint
es sich um eine heterozygote Variation zu handeln. Rechts im Bild dagegen, ebenfalls

mit Pfeilen markiert, zeigt sich im oberen Strang ein schwarzer und ein griiner Peak,
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wohingegen im Gegenstrang nur ein schwarzer Peak ausgebildet ist. Diese Stelle

scheint verfahrens- oder strukturbedingt nicht einwandfrei lesbar zu sein.

m ROI_1
”Hﬁ|||||n ] [ L 1 | I LT 1T O O A A A U1 T ] FHM‘

MTGACAACGGGTAACRTIGTTTGACAT TAGKGATGTTAACAATTUWGWSEBGACTSYCAGGYTYTY

CATGACAACGGGTAACATGTTTCGACATTAGTGATGTTAACAATTTGAGTGACTGTCAGGCTCTT

18 5 D v N N L 5 D C Q A L
fonnnnnniionnninnnniinniinnnnnns

 FGTTTGACATTAGTGATGTTAACAATTTGAGTGAC
|1

i

REGTITTGACATTAGTGATGTTAACAATTITGAGTGA

T

Abbildung 3: Darstellung eines Elektropherogramms einer heterozygoten Variation (linke Pfeile) und
einer dem Hintergrundrauschen zuzuordnenden Veridnderung in einem Strang (rechte Pfeile).
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3  Studienpopulation

In der vorliegenden Studie werden - nach iblicher Aufkldrung und
Einverstindniserklarung der Patienten und Eltern — die DNA-Proben von 40
verschiedenen Patienten genutzt, die zuvor in unserem Labor in Bezug auf das SCNI/A-
Gen untersucht wurden und bei denen keine Variationen im SCNIA-Gen festgestellt
wurden.

Die schriftliche Einwilligung der Eltern und ein positives Votum der Ethikkommission
(AZ 03/11) liegen vor (s. Anhang).

Im Patientenkollektiv wiesen 19 Patienten die Diagnose Friihkindliche Grand mal
Epilepsie auf, 17 Patienten litten an einem Dravet-Syndrom und 3 Patienten hatten eine
myoklonisch-astatische Epilepsie. Eine Patientin bildete eine Ausnahme, sie hatte eine
frithkindliche myoklonische Epilepsie mit zunehmendem degenerativem Abbau und

ausgepragter Photosensibilitidt. Die Geschlechterverteilung zeigt Tabelle 10.

Tabelle 10 Patientenkollektiv mit Geschlechterverteilung
Epilepsieform Patienten insgesamt weiblich Minnlich
FKGM 19 10 9
Dravet-Syndrom 17 5 12

MAE 3 2 1
Sonstige 1 1 0

Im FKGM-Kollektiv zeigte ein Patient und eine Patientin Neugeborenenkrimpfe und
ein Patient entwickelte eine Rolando-Epilepsie.

Einer der Patienten mit Dravet-Syndrom zeigte zusétzlich autistische Ziige und ein
anderer Patient mit Dravet-Syndrom stammt aus einer so genannten GEFS+-Familie
(Die Mutter und die beiden zweieiigen Zwillingsschwestern des Patienten zeigten
epileptische Anfille).

Eine der Patientinnen mit MAE verstarb plotzlich und unerwartet (SUDEP = sudden
unexpected death in epilepsy), ebenso die eineiige Zwillingsschwester der anderen
MAE-Patientin.

Im Laufe der Studie wurden zeitgleich weitere Untersuchungen mit neuen Methoden in
Bezug auf das SCNIA-Gen gemacht. Dabei wurden bei 3 Patienten mit Dravet-
Syndrom, deren DNA auch in dieser Studie genutzt wurden, Variationen im SCNIA-

Gen gefunden.
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3.1 Exemplarische Fallgeschichte A

Im Folgenden wird die Falldarstellung einer Patientin beschrieben, bei der wir eine
DNA-Variation im SCN3A-Gen gefunden haben.

Die Patientin wurde im Jahre 1987 als erstes Kind gesunder Eltern in der 28.-29. SSW
geboren. Der Schwangerschaftsverlauf wurde durch vorzeitige Wehentatigkeit und
Zervixinsuffizienz kompliziert. Der Erwerb der Meilensteine war zeitgerecht. An
Kinderkrankheiten wurden die Windpocken durchgemacht. Im Alter von 1 %2 Jahren
trat, bei einer Korpertemperatur von 39°C, ein lang anhaltender, dann aber spontan
sistierender Krampfanfall auf. Mit 15 Jahren kam es nach einem vorausgegangenen
unspezifischen Infekt, wihrend einer USA-Reise, zu einem 10 miniitigen epileptischen
Anfall, der spontan sistierte. Einen Monat nach diesem Anfall wurde die Patientin
tonisch-klonisch zuckend aufgefunden. Auch dieser Anfall sistierte spontan, bei
unbekannter Dauer. Erneut 5 Monate spiter kam es in der Schule zu einem 5 Minuten
anhaltenden primir generalisierten, tonisch-klonischen Anfall. Daraufhin wurde eine
antikonvulsive ~ Therapie = mit  Lamotrigin  begonnen.  Der  korperliche
Untersuchungsbefund zeigte zu diesem Zeitpunkt ein 16 Jahre altes Madchen in gutem
Allgemeinzustand. Ein weiller Fleck am rechten Oberschenkel, kein Anhalt fiir tuberose
Sklerose. Kein neurologisches Defizit. Der EEG-Befund zeigte primér generalisierte,
irregulédre Spike-Waves, auch rechts frontal zusitzliche fokale Sharp-Waves.

Kurz darauf ereignete sich ein erneuter Grand mal-Anfall, woraufhin die Medikation
auf 100-0-150mg Lamotrigin pro Tag bei guter Vertriglichkeit festgesetzt wurde.
Darunter war die Patientin 2 Y2 Jahre anfallsfrei, wobei zwischenzeitlich eine erste
Migrineattacke auftrat. Beim Auftreten eines erneuten Grand mal-Anfalls wurde die
Therapie auf 150-0-300mg Lamotrigin erhoht. Seitdem besteht Anfallsfreiheit. Das
letzte EEG zeigt ein gut strukturiertes Alpha-Wach-EEG ohne richtungsweisende
Pathologie. Bei der Labordiagnostik waren die Schilddriisenparameter, sowie das rote
und weile Blutbild und die Leberwerte unauffillig. Der Lamotrigin-Serumspiegel lag
mit 12,59ug/ml im guten therapeutischen Bereich. Die weitere Entwicklung ergab einen
guten unauffilligen Gesamtverlauf. Die Patientin besucht das Gymnasium und zeigt
hier keine Defizite.

Die Familienanamnese zeigt viterlicherseits eine familidre Migrdne. Die GroBmutter

miitterlicherseits leidet seit dem 15. Lebensjahr unter epileptischen Anfillen. Sie lebt in
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Brasilien und wird dort zur Zeit mit Tegretal, behandelt, wobei sie trotz Therapie etwa 6

Anfille pro Jahr hat. Die Patientin hat keine Geschwister.

3.2 Exemplarische Fallgeschichte B

Bei der folgenden Fallgeschichte handelt es sich um eine Patientin, bei der wir im
SCN2A-Gen eine DNA-Variation gefunden haben.

Das Midchen wurde im Jahr 2004 als 2. Kind der Eltern geboren. Das iltere
Geschwisterkind ist gesund. Bei der Mutter besteht eine periodische Ataxie.

Bei der Patientin selbst besteht seit dem 2. Lebensjahr eine Friihkindliche Grand mal
Epilepsie, die initial durch Fieber-assoziierte epileptische Staten, die schwer
unterdriickbar waren, begonnen hat. Die antikonvulsive Therapie gestaltete sich nicht
einfach. Unter einer Monotherapie mit Topiramat morgens und abends je 100mg ist das
Midchen seit dem 02.04.09 anfallsfrei. Der letzte Anfall dauerte erneut 30 Minuten. Es
bestand kein Fieber. Das zuletzt abgeleitete EEG ist das EEG eines gut 5 Jahre alten
Midchens, die Hintergrundaktivitét ist bei fehlendem Augenschluss nicht beurteilbar.
Es zeigt eine generalisierte 6Hz-Theta-Aktivitat um 50-70u Volt, ohne epilepsietypische
Potentiale. Die Patientin ist 5 Jahre alt. Sie zeigt eine globale Retardierung, ohne ein
spezifisches Retardierungsbild. Unter konsequenter Forderung macht sie marginale
Forschritte. Die expressive Sprache ist so gut wie nicht vorhanden. Sie spricht einige
wenige Worte. Im August 2010 wird sie in eine Schule fiir geistig behinderte Kinder
eingeschult werden. Die intensiv durchgefiihrte Stoffwechseldiagnostik ist negativ. In
der cerebralen Kernspintomographie zeigt sich bei dem Maidchen eine
Volumenminderung des rechtsseitigen Hippocampus mit Verdacht auf Vorliegen einer
Hipposcampussklerose. Dieser Befund ist iiber die Jahre konstant geblieben. Die
hippocampalen Veridnderungen sind mutmaBlich als Folge der seit dem 2. Lebensjahr
rezidivierend auftretenden Status epileptice, zum Teil mit aber auch ohne Fieber, zu
sehen.

Zusammenstellung der bislang erfolglos eingesetzten Antikonvulsiva: Valproat
ausdosiert bis Spiegel um 110mg/l, Phenobarbital auswirts eingesetzt, ohne Erfolg,
Brom mindestens 1 Jahr ohne Erfolg, bewusst weggelassen da frithzeitig der Verdacht
auf eine Friihkindliche Grand mal Epilepsie bestand. Interessant ist der derzeit gute

Erfolg unter der Topiramat-Monotherapie.
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4  Ergebnisse

Wir haben die DNA von 40 Patienten mit einer frithkindlichen myoklonischen Epilepsie
auf Variationen in den Genen SCN2A2, SCN3A und SCNSA untersucht. Dafur
sequenzierten wir von jedem Patienten alle kodierenden Exone dieser drei Gene und
verglichen sie mit einer Referenz, die den ,,Wildtyp* darstellt. Die zusammenfassenden
Tabellen 11, 12 und 13 beschreiben die gewonnen Ergebnisse. Die Beschreibung der
Positionen der jeweiligen Variationen ergibt sich aus der Nummerierung der

Basenabfolge in mutationdiscovery (s. Genbankverweis).

Tabelle 11 In unserer Studie festgestellte Variationen im SCN2A2-Gen

Exon | Abweichung vom Wildtyp Exon | Abweichung vom Wildtyp

2 Missense-Variation 6798G>A, 15 Keine

Argl9Lys (rs17183814)

3 Keine 16 Keine

4 Keine 17 Keine

5 Keine 18 Deletion im Intron 17 = 75988G>-
(rs3835933) und
Deletion im Intron 18 = 76367T>-
(rs3835935)

6 Keine 19 Punktvariation im Intron 19 =
78309A>G

7 Keine 20 Keine

8 Keine 21 Keine

9 Polymorphismus im Intron 8 - 22 Keine

24536T>C (1s2121371)

10 Keine 23 Polymorphismus im Intron 22 -
88485A>G (rs1864885)

11 Keine 24 Keine

12 Synonyme Punktvariation 34128G>C 25 Keine

13 Synonyme Punktvariation 37788 A>G 26 Missense-Variation 97765A>C,
Glul551Ala

14 Keine 27 Synonymer Polymorphismus
99639T>A (rs2060198)
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Tabelle 12 In unserer Studie festgestellte Variationen im SCN3A-Gen
Exon | Abweichung vom Wildtyp Exon | Abweichung vom Wildtyp
3 Deletion 32776-32778 AAT>- 16 Synonymer Polymorphismus
77782A>C (rs62174900)
4 Keine 17 Keine
5 Keine 18 Keine
6 Synonyme Punktvariation 44602G>A 19 Keine
und Punktvariation im Intron 6 -
44661C>T (rs7579000)
7 Keine 20 Keine
8 Keine 21 Keine
9 Keine 22 Keine
10 Polymorphismus im Intron 10 2 23 Missense-Variation 111667A>G,
53351G>A (rs3731760) Met1372Val
11 Keine 24 Keine
12 Synonymer Polymorphismus 25 Keine
62075C>T (rs16850131)
13 Keine 26 Keine
14 Synonymer Polymorphismus 27 Keine
69447A>T (rs1946892)
15 Keine 28 Missense-Variation 118475G>T
(rs41265137)
Tabelle 13 In unserer Studie festgestellte Variationen im SCNSA-Gen
Exon | Abweichung vom Wildtyp Exon | Abweichung vom Wildtyp
2 Keine 15 Polymorphismus im Intron 14 >
176236 A>C (rs303767)
3 Keine 16 Keine
4 Keine 17 Synonyme Punktvariation
182803G>A
5 Synonymer Polymorphismus 18 Polymorphismus im Intron 18 -
100946C>T (rs4761829) 183770G>A (rs303808)
6 Keine 19 Keine
7 Synonyme Punktvariation 113486A>T | 20 Keine
8 Keine 21 Keine
9 Keine 22 Keine
10 Keine 23 Polymorphismus im Intron 23 -
202526A>G (1rs9943809)
11 Keine 24 Keine
12 Keine 25 Synonymer Polymorphismus
204252T>C (rs303815)
13 Keine 26 Synonyme Punktvariation
208390C>T (rs12301486)
14 Keine 27 Synonymer Polymorphismus
220723C>A (1s60637)

Die beschriebenen vorbekannten Polymorphismen, Mutationen und Variationen fanden

sich in unserem Kollektiv in &dhnlicher Héufigkeit wie in der europidischen

Normalbevolkerung (siehe Tabelle 14, 15 und 16). Dies ldsst darauf schlieBen, dass

unsere Analysetechnik hinreichend genau und unser Kollektiv im genetischen

Hintergrund mit der beschriebenen Normalbevolkerung vergleichbar ist.
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4.1 Ergebnisse SCN2A2

Nachfolgend sind die bei unserem Patientenkollektiv (40 Patienten insgesamt)

gefundenen Abweichungen im SCN2A2-Gen gegeniiber dem Wildtyp beschrieben.

4.1.1 Exone ohne Sequenzvariationen (SCN2A2)

Die Analyse der Exone 3-11 und 14-25 des SCN2A2-Gens ergab bei unseren 40
Patienten keine Anderung der Basenabfolge gegeniiber dem Wildtyp.

4.1.2 Exone mit Sequenzvariationen (SCN2A2)

Die in der Basenabfolge verinderten Exone des SCN2A2-Gens werden im Folgenden
genauer beschrieben. Eine Ubersicht iiber die gefundenen Verinderungen und den

Vergleich der Hiufigkeit in unserem Kollektiv und in der Literatur gibt die Tabelle 14.

Tabelle 14 Relative Hiufigkeit von Variationen im SCN2A-Gen
Variation Exon Frequenz (Normalbevdlkerung aus NCBI) Frequenz (unser Kollektiv)
Missense-Variation 2 Homozygot: 0,017 Homozygot: 0
6798G>A, Heterozygot: 0,136 Heterozygot: 0,125
Argl9Lys (rs17183814, HapMap-CEU)

Homozygot: 0,083

Heterozygot: 0,125

(rs17183814, AFD EUR PANEL)
Synonyme 12 Bisher nicht beschriebene Variation Homozygot: 0
Punktvariation Heterozygot: 0,025
34128G>C
Synonyme 13 Bisher nicht beschriebene Variation Homozygot: 0
Punktvariation Heterozygot: 0,05
37788A>G
Missense-Variation 26 Bisher nicht beschriebene Variation Homozygot: 0
97765A>C, Heterozygot: 0,025
Glul551Ala
Synonymer 27 Homozygot : 0,517 Homozygot: 0,05
Polymorphismus Heterozygot : 0,417 Heterozygot: 0,225
99639T>A (rs2060198, HapMap-CEU)

Exon 2

Im Exon 2 fand sich bei 5 Patienten ein heterozygoter Basenaustausch an Position 6798
von G nach A. Dieser Basenaustausch fiihrt zu einer Verdnderung der
Aminosduresequenz. Es wird anstelle eines Arginins ein Lysin codiert (Argl9Lys,
6798G>A, rs17183814). In der Normalbevolkerung wurde eine dhnliche Haufigkeit wie
in unserem Kollektiv gefunden, sodass davon auszugehen ist, dass die Verdnderung

keine funktionelle Relevanz hat.
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Exon 12

Bei einer Patientin fanden wir im Exon 12 an Position 34128 einen heterozygoten
Basenaustausch von G nach C. Diese Punktvariation fiihrt nicht zu einer Verinderung
der Aminosaureabfolge (34128G>C). Es handelt sich um eine bisher nicht beschriebene
Variation, sodass keine Héufigkeit fiir die Normalbevolkerung bekannt ist. Da es aber
durch die Punktvariation nicht zu einer Anderung der Aminosiureabfolge kommt, ist

eine funktionelle Relevanz nicht anzunehmen.
Exon 13

An Position 37788 des Exon 13 fanden wir bei 2 Patienten einen heterozygoten
Basenaustausch von A nach G. Auf die Aminosiduresequenz hat diese Punktvariation
keinen Einfluss (37788A>G). Auch diese Variation wurde zuvor nicht beschrieben und

hat augenscheinlich keine pathogenetische Bedeutung.
Exon 26

Bei der Analyse des Exons 26 war bei der Patientin der exemplarischen Fallgeschichte
B eine Punktvariation mit heterozygotem Basenaustausch von A nach C feststellbar.
Diese Verdanderung der Basenabfolge fiihrt zu einer veridnderten Aminosduresequenz.
Anstelle einer Glutaminsdure wird an der betreffenden Stelle ein Alanin eingebaut
(Glul551Ala, 97765A>C). Diese Variation ist bisher nicht bekannt. Zur Klidrung, ob es
sich um eine Neuvariation handelt, wurde die DNA der Mutter, GroBmutter und der
Schwester ebenfalls untersucht. Bei der Schwester und der GroBmutter war die
Variation nicht nachweisbar. Die Mutter weist die beschriebene Variation ebenfalls
heterozygot auf.

Eine Probe des Vaters stand leider nicht zur Verfiigung. Ebenso sequenzierten wir die
DNA von 60 gesunden Kontrollprobanden, um die Haufigkeit dieser Variation in der

Allgemeinbevolkerung abzuschitzen. Diese waren alle negativ.
Exon 27

Im Exon 27 kam es an Position 99639 bei 2 Patienten zu einem homozygoten und bei 9
Patienten zu einem heterozygoten Basenaustausch von T nach A. Eine Auswirkung auf
die Aminosduresequenz hat diese Veridnderung nicht (99639T>A, rs2060198). In der
Allgemeinbevolkerung zeigte sich ein hdufigeres Auftreten der beschriebenen Variation
als in unserem Kollektiv. Durch die Kodierung der selben Aminosduresequenz ist

anzunehmen, dass der Variation keine funktionelle Bedeutung zukommt.
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4.1.3 Sequenzvariationen in den Intronabschnitten (SCN2A2)

Im folgenden werden die Sequenzabweichungen in den mitsequenzierten

Intronabschnitten aufgefiihrt.
Intron 8

Im mitsequenzierten Intron 8 fanden wir einen Basenaustausch von T nach C bei
Position 24536. Dieser Polymorphismus war bei 31 Patienten homozygot und bei 7

Patienten heterozygot nachweisbar (24536T>C, rs2121371).
Intron 17

Bei 18 Patienten fand sich im Intron 17 eine Ein-Basen-Deletion an Position 75988

(75988G>-, rs3835933).
Intron 18

Im Intron 18 war ebenfalls eine Ein-Basen-Deletion sichtbar. Diese Deletion an Position

76367 trat bei 17 der gemessenen Patienten auf (76367T>-, rs3835935).
Intron 19

Bei einer Patientin fand sich im Intron 19 eine Punktvariation an Position 78309. Dabei

kam es zu einem heterozygoten Basenaustausch von A nach G (78309A>QG).
Intron 22

Einen weiteren Polymorphismus fanden wir im Intron 22 an Position 88485. Hierbei
kam es bei 14 Patienten heterozygot und bei 5 Patienten homozygot zu einem

Basenaustausch von A nach G (88485A>G, rs1864885).

4.2 Ergebnisse SCN3A

Die bei der Analyse des SCN3A-Gens bei unseren Patienten gefundenen Ergebnisse,

sind im folgenden aufgefiihrt.

4.2.1 Exone ohne Sequenzvariationen (SCN3A)

Bei der Sequenzierung der folgenden Exone des SCN3A-Gens haben wir keine
Abweichungen vom Wildtyp in unserem Patientenkollektiv feststellen konnen. Exon 4,

5,7-11, 13, 15, 17-22 und 24-27.
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4.2.2 Exone mit Sequenzvariationen (SCN3A)

Nachfolgend werden die im SCN3A-Gen gefundenen Verdnderungen der Basensequenz
im Bezug auf den Wildtyp genauer dargestellt. Die Hiufigkeit der gefundenen

Verianderungen im Vergleich zur Normalbevolkerung wird in der Tabelle 15

wiedergegeben.
Tabelle 15 Relative Hiufigkeit von Variationen im SCN3A-Gen
Variation Exon | Frequenz (Normalbevolkerung aus NCBI) Frequenz (unser Kollektiv)
Deletion 3 In SwissProt als natiirliche Variante Homozygot: 0,075
32776- angegeben (Var_029743) ohne Angabe der | Heterozygot: 0
327718AAT>- Hiufigkeit in der Bevolkerung
Kontrollprobanden: 0,23

Synonyme 6 Bisher nicht beschriebene Variation Homozygot: 0
Punktvariation Heterozygot: 0,1
44602G>A
Synonymer 12 Homozygot: 0,017 Homozygot: 0,05
Polymorphismus Heterozygot: 0,333 Heterozygot: 0,325
62075C>T (rs16850131, HapMap-CEU)

Homozygot: 0,125

Heterozygot: 0,375

(rs16850131, AFD EUR PANEL)
Synonymer 14 Homozygot: 0,133 Homozygot: 0,175
Polymorphismus Heterozygot: 0,483 Heterozygot: 0,5
69447A>T (rs1946892, HapMap-CEU)

Homozygot: 0,292

Heterozygot 0,333

(rs1946892, AFD EUR PANEL)
Synonymer 16 Bisher keine Daten Homozygot: 0,05
Polymorphismus (rs62174900) Heterozygot: 0,325
77782A>C
Missense-Variation | 23 Bisher nicht beschriebene Variation Homozygot: 0,025
111667A>G, Heterozygot: 0
Met1372Val

Kontrollprobanden: 0

Missense-Variation | 28 Bisher keine Daten Homozygot: 0

118475G>T
Gly1862Cys

(rs41265137)

Heterozygot: 0,025

Exon 3

Bei 3 Patienten wurde eine homozygote Deletion von 3 Basen im Exon 3 an Position
32776-32778 gefunden. Durch den Verlust der 3 Basen kommt es zum Wegfall einer
Aminosdure in der Sequenz (Asn43Del, 32776-32778 AAT>-). Diese Variation wird in
SwissProt als natiirliche Variante beschrieben (Var_029743), eine Hiufigkeit der
Variation wird aber nicht angegeben. Wir testeten 100 gesunden Kontrollprobanden, um

die Haufigkeit in der Normalbevolkerung abschidtzen zu konnen. Bei 23 der 100

Personen konnte die Variation an betreffender Stelle nachgewiesen werden.
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Exon 6

Bei der Sequenzierung des Exons 6 wurde bei 4 Patienten ein heterozygoter
Basenaustausch an Position 44602 von G nach A festgestellt. Diese Verdanderung fiihrt
nicht zu einer Abweichung der Aminosduresequenz (44602G>A). Diese Variation
wurde bisher nicht beschrieben. Da es zu keinem Einfluss auf die Aminosduresequenz

kommt, hat diese Variation sicherlich keine funktionelle Bedeutung.
Exon 12

Im Exon 12 ergab sich bei 13 Patienten ein heterozygoter und bei 2 Patienten ein
homozygoter Basenaustausch von C nach T bei Position 62075. Dieser Basenaustausch
fiihrt nicht zur Verdnderung der Aminosiduresequenz (62075C>T, rs16850131). In der
Allgemeinbevolkerung wurde diese Variation in dhnlicher Haufigkeit gefunden, wie in

unserem Kollektiv.
Exon 14

Bei der Analyse des Exons 14 ergab sich ein Basenaustausch an Position 69447 von A
nach T. Bei 7 Patienten trat dieser Polymorphismus homozygot und bei 20 Patienten trat
er heterozygot auf. Eine Verdnderung der Aminosdureabfolge hat diese Variation nicht
zur Folge (69447A>T, rs1946892). Auch in der Allgemeinbevdilkerung zeigte sich diese

Variation in dhnlicher Haufigkeit, wie in unserem Kollektiv beschrieben.
Exon 16

Bei 15 Patienten trat ein Basenaustausch von A nach C im Exon 16 an Position 77782
auf. Bei 13 dieser Patienten war die Variation heterozygot, wobei die
Aminoséduresequenz davon nicht beeinflusst wird (77782A>C, rs62174900). Diese
Variation wurde zwar beschrieben, aber bisher noch nicht in einer grolen Studie in der
Normalbevolkerung ausgetestet. Da es zu keiner Verdanderung der Aminosduresequenz
durch die Variation kommt, ist davon auszugehen, dass die Anderung der Basenabfolge

keine funktionelle Relevanz hat.
Exon 23

Im Exon 23 fand sich an Position 111667 bei der Patientin der exemplarischen
Fallgeschichte A ein heterozygoter Basenaustausch von A nach G. Dieser
Basenaustausch fithrt zur Veridnderung der Aminosduresequenz, indem anstatt eines

Methionins ein Valin in die Aminosdurefolge eingebaut wird (Metl372Val,
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111667A>QG). Diese Variation wurde bisher nicht beschrieben. Um zu testen, ob es sich
bei der Patientin um eine Neuvariation handelt wurden auch die Eltern sequenziert. Der
Vater weist die selbe Variation auf. Bei der Mutter findet sich keine Basenabweichung
in Bezug auf den Wildtyp in diesem Exon. Wir sequenzierten das Exon 23 bei 100
nichterkrankten Kontrollprobanden. Keiner der Kontrollprobanden wies die Variation

an betreffender Stelle auf.
Exon 28

Eine Patientin wies bei der Sequenzierung des Exons 28 einen heterozygoten
Basenaustausch an der Position 118475 von G nach T auf. Hierbei handelt es sich um
die Patientin der exemplarischen Fallgeschichte B. Auch diese Punktvariation fiithrt zu
einer Verianderung der Aminosduresequenz. Es wird an der betreffenden Stelle ein
Cystein anstelle eines Glycins eingebaut (Gly1862Cys, 118475G>T, rs41265137). Die
Variation wurde zwar schon beschrieben aber bisher gibt es keine Daten fiir die

Haufigkeit dieser Variation in der Normalbevolkerung.

4.2.3 Sequenzvariationen in den Intronabschnitten (SCN3A)

Die in den mitsequenzierten Intronabschnitten aufgetretenen Basenverdnderungen sind

im folgenden beschrieben.
Intron 6

Bei 5 Patienten wurde im Intron 6 an Position 44661, also 8 Basenpaarungen nach dem
Exon, ein heterozygoter Basenaustausch von C nach T festgestellt (44661C>T,
rs7579000).

Intron 10

Bei der Sequenzauswertung des Exons 10 fiel im Intron 10 bei 13 Patienten heterozygot
und bei 13 Patienten homozygot ein Polymorphismus an Position 53351 mit

Basenaustausch von G nach A auf (53351G>A, rs3731760).

4.3 Ergebnisse SCNSA

Die im SCNSA gefundenen Auffilligkeiten der von uns gemessenen Patienten sind

nachfolgend beschrieben.
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4.3.1 Exone ohne Sequenzvariationen (SCNSA)

Bei der Untersuchung unserer 40 Patienten in Bezug auf Abweichungen vom Wildtyp
im SCNS8A-Gen wurde in den Exonen 2-4, 6, 8-16, und 18-24 keine Abweichungen
festgestellt.

4.3.2 Exone mit Sequenzvariationen (SCNSA)

Im Folgenden werden die Exone im SCNS8A-Gen niher beschrieben, bei denen wir in
unserem Patientenkollektiv Abweichungen der Basensequenz gegeniiber dem Wildtyp
festgestellt haben. Die Tabelle 16 zeigt die Haufigkeit der gefundenen Variationen in

unserem Kollektiv und im Vergleich zur Allgemeinbevilkerung.

Tabelle 16 Relative Hiufigkeit von Variationen im SCNS8A-Gen
Variation Exon Frequenz (Normalbevolkerung aus NCBI) Frequenz (unser Kollektiv)
Synonymer 5 Homozygot: 0,724 Homozygot: 0,575
Polymorphismus Heterozygot: 0,259 Heterozygot: 0,425
100946C>T (rs4761829, HapMap-CEU)
Synonyme 7 Bisher nicht beschriebene Variation Homozygot: 0
Punktvariation Heterozygot: 0,025
113486A>T
Synonyme 17 Bisher nicht beschriebene Variation Homozygot: 0
Punktvariation Heterozygot: 0,025
182803G>A
Synonymer 25 Homozygot: 0,550 Homozygot: 0,375
Polymorphismus Heterozygot: 0,4 Heterozygot: 0,525
204252T>C (rs303815, HapMap-CEU)
Synonyme 26 Homozygot: 0 Homozygot: 0
Punktvariation Heterozygot: 0 Heterozygot: 0,025
208390C>T (rs12301486, HapMap-CEU)

Homozygot: 0

Heterozygot: 0

(rs12301486, AFD EUR PANEL)
Synonymer 27 Homozygot: 0,552 Homozygot: 0,375
Polymorphismus Heterozygot: 0,397 Heterozygot: 0,525
220723C>A (rs60637, HapMap-CEU)

Homozygot: 0,714

Heterozygot: 0,286

(rs60637, SC_12_C)

Exon 5

Bei der Sequenzierung des Exons 5 zeigte sich ein Polymorphismus an Position 100946.
Bei 17 Patienten war ein heterozygoter und bei 23 Patienten ein homozygoter
Basenaustausch von C nach T (100946C>T, 1rs4761829) feststellbar. Dieser
Basenaustausch fiihrt nicht zur Veridnderung der Aminosduresequenz und ist damit

funktionell wahrscheinlich nicht relevant. In der Allgemeinbevolkerung wurde diese
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Variation in &dhnlicher Héaufigkeit gefunden wie in unserem Kollektiv, wobei das
Verhiltnis von homozygoter zu heterozygoter Variation bei uns zugunsten der

heterozygoten Verdnderung verschoben war.
Exon 7

Im Exon 7 fanden wir bei einem Patienten eine heterozygote Punktvariation an Position
113486, die zu einem Basenaustausch von A nach T fiihrt. Diese Variation veridndert die
Aminosdureabfolge nicht (113486A>T). Diese Variation wurde bisher noch nicht
beschrieben. Eine pathogenetische Bedeutung dieser Variation ist aufgrund der

fehlenden Anderung der Aminosiuresequenz unwahrscheinlich.
Exon 17

Bei einer Patientin fanden wir im Exon 17 einen heterozygoten Basenaustausch an
Position 182803 von G nach A. Eine Auswirkung auf die Aminosdurenabfolge hat diese
Verinderung nicht (182803G>A). Bei der Patientin handelt es sich um die Patientin der
exemplarischen Fallgeschichte A. Auch diese Variation wurde bisher nicht beschrieben.
Da die Aminosduresequenz von der Variation nicht beeinflusst wird, hat diese

Veridnderung der Basenabfolge augenscheinlich keine funktionelle Relevanz.
Exon 25

Desweiteren konnten wir einen Polymorphismus an Position 204252 des Exons 25
finden. Hier kam es bei 21 Patienten zu einem heterozygoten und bei 15 Patienten zu
einem homozygoten Basenaustausch von T nach C. Diese Variation hat keine
Verdnderung der Aminosduresequenz zur Folge (204252T>C, rs303815). In der
Allgemeinbevolkerung wurde diese Verdnderung der Basenabfolge in &dhnlicher
Haufigkeit gefunden, wie in unserem Kollektiv, wobei der Anteil der homozygoten

Variation in der Allgemeinbevolkerung hoher war, als in unserer Studie.
Exon 26

Bei der Patientin der exemplarischen Fallgeschichte A ist ferner eine heterozygote
Punktvariation im Exon 26 an Position 208390, mit einem Basenaustausch von C nach
T aufgefallen. Auch diese Variation hat keine Auswirkung auf die Aminosidureabfolge
(208390C>T, 1s12301486). Die Variation wurde in der europdischen
Allgemeinbevolkerung sowohl homozygot als auch heterozygot mit der Haufigkeit O

angegeben.



4 Ergebnisse Seite 55

Exon 27

Bei der Untersuchung des Exons 27 war ein Polymorphismus an Position 220723
feststellbar, bei dem es bei 21 Patienten zu einem heterozygoten und bei 15 Patienten zu
einem homozygoten Basenaustausch von C nach A kam. Durch diesen Basenaustausch
kommt es zu keiner Verdnderung der Aminosiduresequenz (220723C>A, rs60637). In
der Allgemeinbevolkerung wurde eine dhnliche Hiufigkeit der Variation gefunden, wie
in unserem Kollektiv, wobei der Anteil an heterozygotem Basenaustausch hoher war als

in unserer Studie.

4.3.3 Sequenzvariationen in den Intronabschnitten (SCNSA)

Die beobachteten Veridnderungen in den mitsequenzierten Intronabschnitten sind im

folgenden aufgefiihrt.
Intron 14

Bei der Untersuchung des Exons 15 fand sich im mitsequenzierten Intron 14 bei
Position 176236 bei 12 Patienten ein heterozygoter und bei 26 Patienten ein

homozygoter Basenaustausch von A nach C (rs303767).
Intron 18

Bei der Sequenzierung des Exons 18 fiel bei 38 Patienten ein Basenaustausch von G
nach A bei Position 183770 im Intron 18 auf. Dabei war bei 14 Patienten ein

heterozygoter und bei 24 Patienten ein homozygoter Austausch feststellbar (rs303808).
Intron 23

Auch im Intron 23 war ein Basenaustausch bei Position 202526 zu sehen. Bei 7
Patienten war ein heterozygoter und bei 1 Patient ein homozygoter Austausch von A

nach G festzustellen (rs303815).
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5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Frage, ob Variationen im SCN2A-,
SCN3A- oder SCNS8A-Gen als Ursache einer frithkindlichen myoklonischen Epilepsie in
Frage kommen.

In fritheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass ein solcher Zusammenhang fiir das
SCNIA-Gen besteht. Dieses Gen scheint das klinisch wichtigste ,,Epilepsie-Gen* zu
sein. Bei mehreren kindlichen Epilepsie-Syndromen konnte ein Zusammenhang mit
SCNIA-Varianten und Mutationen belegt werden. Die Mehrzahl der bekannten
Mutationen wurde bei Patienten mit Dravet-Syndrom (schwere myoklonische Epilepsie
des frithen Kindesalters), Frithkindlicher Grand mal Epilepsie mit alternierendem Hemi-
Grand Mal (FKGM) und der familidren generalisierten Epilepsie mit Fieberkrampfen
plus (GEFS+-Syndrom) gefunden [Mulley et al., 2005]. Mutationen bei Patienten mit
einer myoklonisch-astatischen Epielpsie (MAE) wurden iiberwiegend im Rahmen von
GEFS+-Familien gefunden, konnten aber auch bei sporadischer myoklonisch-
astatischer Epilepsie nachgewiesen werden [Ebach et al., 2005].

Da das SCNIA-Gen eines von mindestens vier im Gehirn exprimierten Genen eines
spannungsabhiingigen Natriumkanals ist, stellte sich uns nun die Frage, ob auch bei
einem der drei anderen Gene ein Zusammenhang mit einer frithkindlichen

myoklonischen Epilepsie gefunden werden kann.

Wir fiihrten Gen-Analysen bei Patienten mit Dravet-Syndrom, FKGM und MAE durch,
bei denen zuvor bereits eine Mutation im SCNIA-Gen ausgeschlossen wurde. Wir
priiften per Sequenzanalyse ob bei den Patienten eine Mutation in einem der anderen
spannungsabhingigen Natriumkanile, welche im Gehirn exprimiert werden, zu finden

sind (SCN2A, SCN3A und SCN8A).

5.1 Variationen mit Aminosiureaustausch im SCN2A-, SCN3A- und SCNSA-Gen

Die Tabellen 14a und 15a zeigen die in unserem Kollektiv gefundenen Variationen, die
zu einem Aminosaureaustausch fithren. Es wird dabei die Hiufigkeit in unserem
Kollektiv und in der europidischen Normalbevolkerung verglichen. Im SCNSA-Gen
waren in unserem Kollektiv keine Variationen, die zu einem Aminosdureaustausch

fithren, zu finden.
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Tabelle 14a

Relative Hiufigkeit von Variationen mit Aminosdureaustausch
im SCN2A-Gen

97765A>C,
Glul551Ala

Variation Exon Frequenz (Normalbevolkerung aus NCBI) Frequenz (unser Kollektiv)
Missense-Variation 2 Homozygot: 0,017 Homozygot: 0
6798G>A, Heterozygot: 0,136 Heterozygot: 0,125
Argl9Lys (rs17183814, HapMap-CEU)

Homozygot: 0,083

Heterozygot: 0,125

(rs17183814, AFD EUR PANEL)
Missense-Variation 26 Bisher nicht beschriebene Variation Homozygot: 0

Heterozygot: 0,025

Tabelle 15a

Relative Haufigkeit von Variationen mit Aminosiureaustausch
im SCN3A-Gen

Variation Exon | Frequenz (Normalbevolkerung aus NCBI) Frequenz (unser Kollektiv)
Deletion 3 In SwissProt als natiirliche Variante Homozygot: 0,075
32776- angegeben (Var_029743) ohne Angabe der | Heterozygot: 0
32778AAT>- Hiufigkeit in der Bevolkerung

Kontrollprobanden: 0,23
Missense-Variation | 23 Bisher nicht beschriebene Variation Homozygot: 0,025
111667A>G, Heterozygot: 0
Met1372Val

Kontrollprobanden: 0
Missense-Variation | 28 Bisher keine Daten Homozygot: 0

118475G>T (rs41265137) Heterozygot: 0,025
Gly1862Cys
5.1.1 Variationen im SCN2A-Gen

Im SCN2A-Gen zeigte sich im Exon 2 eine Missense-Variation. Diese wurde in der

Normalbevolkerung in dhnlicher Haufigkeit beschrieben, wie in unserem Kollektiv.

Daher scheint sich keine funktionelle Relevanz aus dieser Punktvariation zu ergeben.

Ebenfalls im SCN2A-Gen zeigte sich im Exon 26 eine Missense-Variation, welche zum

heterozygoten Einbau von Alanin anstatt Glutaminsdure fithrt (Glu1551Ala; Patientin

der exemplarischen Fallgeschichte B). Bei dieser Variation handelt es sich um eine

bisher nicht beschriebene Verdnderung im SCN2A-Gen. Eine durchgefiihrte Kontrolle

an 60 gesunden Probanden zeigte keine Variation. Bei der Schwester und der

GroBmutter war die Variation ebenfalls nicht nachweisbar. Die Mutter weist die

beschriebene Variation heterozygot auf. Klinisch zeigt sich bei der Mutter eine

periodische Ataxie.
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Im SCN2A-Gen konnten, wie auch im SCNIA-Gen, in der Vergangenheit Mutationen
als Ursache von Epilepsiesyndromen, gefunden werden, allerdings deutlich weniger als
im SCNIA-Gen. Die Patienten waren iiberwiegend Patienten mit benignen familidren
neonatal-infantilen Anfillen (BFNIS) [Heron et al.,, 2002, Berkovic et al., 2004,
Herlenius et al., 2007, Shi et al., 2012]. Zusitzlich waren Mutationen im SCN2A-Gen
bei Patienten mit Dravet-Syndrom [Shi et al., 2009, Shi et al., 2012], einem Epilepsie-
Typ, dhnlich dem Dravet-Syndrom [Kamiya et al., 2004], sowie bei sporadisch,
infantilen Spasmen, epileptischer Enzephalopahtie des Neugeborenen [Ogiwara et al.,
2009], akuter Enzephalitis mit refraktiren, repetitiven fokalen Anféllen [Kobayashi et
al., 2012], wandernden fokalen Anféllen im Kindesalter (,,migrating focal seizures of
infancy*) [Dhamija et al., 2013], Autismus [Weiss et al., 2003] und Anfillen im
GEFS+-Spektrum [Haug et al., 2001, Sugawara et al., 2001, Shi et al.,, 2012],

nachweisbar.

Die Patientin, bei der in unserem Kollektiv eine Variation im SCN2A-Gen gefunden
werden konnte, weist klinisch eine Friihkindliche Grand mal Epilepsie (FKGM) auf
(Exemplarische Fallgeschichte B). Dies ist der erste Nachweis einer Variation im
SCN2A-Gen bei einer Patientin mit FKGM. Die zuvor beschriebenen
Genverdanderungen bei dieser Erkrankung waren im SCNIA-Gen zu finden. Die
Positionen dieser zuvor beschriebenen SCNIA-Mutationen, sowie die Haufigkeit sind
bei Patienten mit FKGM ihnlich wie bei Patienten mit Dravet-Syndrom. Dadurch wird
ein genetischer Zusammenhang zwischen dem Dravet-Syndrom und der FKGM
angedeutet [Fujiwara et al., 2003, Marini et al., 2011]. Die von uns beschriebene
Variation bekriftigt diesen Zusammenhang. Wie beim Dravet-Syndrom sind auch bei
der FKGM vorwiegend Mutationen im SCNI/A-Gen zu finden. Uns gelang nun der
Nachweis einer SCN2A-Variation bei einer Patientin mit FKGM, welche ja auch beim

Dravet-Syndrom seltener nachweisbar sind.

Bei der Mutter der Patientin, welche die Variation ebenfalls heterozygot aufweist, zeigt
sich klinisch eine periodische Ataxie. Beziiglich diese Krankheitsbildes konnten bisher
Mutationen in vier verschiedenen Genen nachgewiesen werden: KCNAI, CACNAIA,
CACNB4 und SLCIA3. Diese Gene kodieren fiir die alpha-Untereinheit eines
spannungsabhingigen Kaliumkanals (KCNAI), die alpha-Untereinheit eines
spannungsabhiingigen Calciumkanals (CACNAIA), die beta-Untereinheit eines
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spannungsabhiingigen Calciumkanals (CACNB4), sowie einen Glutamat-Transporter
(SLCIA3). In Genen, die fiir einen spannungsabhidngigen Natriumkanal kodieren,
wurden bisher keine Mutationen bei Patienten mit periodischer Ataxie beschrieben [Hu
et al., 2013]. Wenn bei der Mutter der Patientin die selbe Variation nachweisbar ist,
ohne dass bei ihr Krampfanfille feststellbar sind, ist moglicherweise von einer
inkompletten Penetranz auszugehen. Die Wahrscheinlichkeit dass es sich um eine
inkomplette Penetranz handelt erscheint zusitzlich hoch, da auch bei den bisher
beschriebenen Mutationen und Variationen im SCN2A-Gen in 14 von 20 Fillen die

Genverinderung auch bei einem gesunden Elternteil nachweisbar waren.

Zur Abschitzung der funktionellen Relevanz der von uns gefundenen Variation wurde
die Aminosédureabfolge der Patientin mit der dquivalenten Aminosdureabfolge der
entsprechenden Stelle unterschiedlicher Spezies und Unterformen der

spannungsabhiingigen Natriumkanile verglichen.

Human =2 [/A]
Rat =
mus mus >
Macaca m =
Pan t =2
Canis £ =2
Bos t =
Gallus g 2
L

Abbildung 4: Vergleich der dquivalenten Aminosduresequenzen von verschiedenen Spezies
und der entsprechenden Abschnitte der anderen spannungsabhéngigen Natriumkanile in dem
Bereich wo die Variation im Exon 26 des SCN2A-Gens zu finden ist. A=Alanin, R=Arginin,
N=Asparagin, D=Asparaginsdure, C=Cystein, Q=Glutamin, E=Glutaminsidure, G=Glycin,
H=Histidin, I=Isoleucin, L=Leucin, K=Lysin, M=Methionin, F=Phenylalanin, P=Prolin,
S=Serin, T=Threonin, W=Tryptophan, Y=Tyrosin, V=Valin

= s

Die Abbildung zeigt, dass sich die Variation in einer hoch konservierten Aminosaure-
Position befindet. Dieser Umstand ldsst vermuten, dass eine Variation in diesem
Bereich eine grofle funktionelle Bedeutung haben konnte. Die verschiedenen
Unterformen der spannungsabhidngigen Natriumkanile sind durch Verdopplung

entstanden. Dabei entstehen bekanntermallen Abweichungen in der Aminosiureabfolge.
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Wenn es in dem betreffenden Areal nicht zu einer Verdnderung gekommen ist, kann
dies bedeuten, dass es sich um eine wichtige Position handelt und diese nicht ohne
FunktionseinbuBBen  verdndert werden kann. Das Gleiche gilt fiir die
evolutionsbiologische Konservierung des Bereichs bei der Ausdifferenzierung
unterschiedlicher Spezies. Wenn bei der Evolution die Aminosédureabfolge in diesem
Bereich trotz ansonsten massiver Verdnderungen des Erbguts erhalten blieb, scheint
eine Verdnderung in diesem Bereich funktionelle Auswirkungen zu haben.

Ein weiterer Faktor fiir die klinische Relevanz der gefundenen Variation ergibt sich aus

der Position im Protein. Diese ist in der Abbildung 5 eingezeichnet.

Ghal551 Ala
D3
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Abbildung 5: Schematische Darstellung eines spannungsabhéngigen Natriumkanals
(modifiziert nach Meisler & Kearney, 2005). Die 4 homologen Doménen der alpha-
Untereinheit sind mit D1 bis D4 beschriftet. Innerhalb der einzelnen Doménen sind -
beispielhaft in D2 - die transmembranen Segmente mit S1 bis S6 gekennzeichnet. Jeweils
mit der Schleife zwischen S5 und S6 wird die Pore gebildet. Der Spannungssensor ist mit +
gekennzeichnet und liegt jeweils im Segment S4. Neben der alpha-Untereinheit ist eine beta-
Unterheinheit mit einer extrazelluldren IgG-Schleife und einem kurzen intrazellulidren C-
Ende dargestellt.

Die Variation im SCN2A-Gen im Exon 26 (Glu 1551 Ala) befindet sich eine Aminoséure
hinter der transmembranen Region S1 der Domine 4.

Wenn man die Position im Protein betrachtet, wire eine Verdnderung im Bereich der
Pore oder im Bereich des Spannungssensors als besonders ungiinstig anzusehen. Die
hier beschriebene Variation befindet sich nicht in einem dieser Bereiche, sondern im

Anschluss an das Segment 1 der vierten Domine.
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Um eine aussagekriftige Einschiitzung der funktionellen Beeintridchtigung des Kanals

durch die Variation zu erhalten, miissten sich funktionelle Untersuchungen anschlieen.

5.1.2 Variationen im SCN3A-Gen

Bei der Sequenzierung des Exons 3 im SCN3A-Gen wurde eine Deletion von drei
Aminosduren mit einer relativen Haufigkeit von 0,075 gefunden. Die Deletion wird in
SwissProt als natiirliche Variante (Var_029743) angegeben, ohne dass dabei die
Haufigkeit in der Bevolkerung angegeben wird. Die Untersuchung von 100 gesunden
Kontrollprobanden ergab eine Haufigkeit der Deletion von 0,23. Diese Ergebnisse legen
nahe, dass die Deletion keinen funktionellen Zusammenhang mit den beschriebenen
Krankheitsbildern unseres Kollektivs hat. Eine funktionelle Relevanz der Deletion

erscheint damit unwahrscheinlich.

Des Weiteren zeigte sich im SCN3A-Gen im Exon 23 eine Missense-Variation, welche
zum Einbau der Aminosdure Valin, anstatt Methionin fithrt (Met1372Val, Patientin der
exemplarischen Fallgeschichte A). Diese Variation wurde bisher nicht beschrieben. Wir
untersuchten 100 gesunde Kontrollprobanden, wobei keiner die beschriebene Variation
aufwies. Um zu iberpriifen ob es sich um eine de novo entstandene Verdnderung
handelt, wurden die Eltern ebenfalls sequenziert. Dabei ergab sich, dass der gesunde
Vater die selbe Variation aufweist. Bei der Mutter konnte keine Verdnderung der

Basenabfolge im Exon 23 festgestellt werden.

Bisher wurde das SCN3A-Gen vor allem im Zusammenhang mit Phantomschmerz,
Allodynie und Neuralgie genannt, wobei es ein insgesamt wenig untersuchtes Gen
darstellt [Cummins et al., 2001, Rogers et al., 2006, Waxman & Hains, 2006, Siqueira
et al., 2009]. In einem Fall konnte eine Mutation bei einem Patienten mit kryptogener
fokaler Epilepsie des Kindesalters beschrieben werden [Holland et al., 2008, Oliva et
al., 2012]. Zusitzlich wird ein Zusammenhang mit der Generation von epileptischer
Aktivitdat bei Patienten mit fokal-kortikaler Dysplasie Typ IIb vermutet [Yu et al.,
2012].

Die bei uns nachgewiesene Variation im SCN3A-Gen findet sich bei einer Patientin mit

Frithkindlicher Grand mal Epilepsie (FKGM) (Exemplarische Fallgeschichte A). Bei
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diesem Krankheitsbild wurden bisher Mutationen im SCNIA-Gen, nicht jedoch im
SCN3A-Gen, gefunden. Die in der Literatur beschriebene Gegebenheit, sowie unsere
Daten zeigen, dass moglicherweise eine Mutation im SCN3A-Gen als
epilepsieauslosende Ursache in Frage kommt, wenn auch seltener als Mutationen im
SCNIA- oder SCN2A-Gen. Da in unserer Analyse beim gesunden Vater die selbe
Variation wie bei der Patientin nachweisbar ist, scheint es sich um eine inkomplette
Penetranz zu handeln oder die Variation hat keine mafBgebliche Bedeutung bei der
Entstehung der Epilepsie. Bei dem einzigen zuvor beschriebenen Fall einer Mutation im
SCN3A-Gen bei einem Epilepsiepatienten war die nachgewiesene DNA-Verdnderung
beim gesunden Vater des Patienten ebenfalls nachweisbar. Auch hier ist moglicherweise

von inkompletter Penetranz auszugehen.

Um die funktionelle Relevanz der Variation im SCN3A-Gen in unserem Kollektiv
abschitzen zu konnen, wurde die #dquivalente Aminosidureabfolge der anderen
Unterformen spannungsabhingiger Natriumkanile, sowie die entsprechende Position

bei anderen Spezies betrachtet.

Human = [/v]
Rat d
mus rus >
Macaca m =
Pan t =
Canis £ =
Bos t =

Gallus g =

=

musca d =2

SHETI]Z

H
o

=
bs]
=
b2l
Q
~
w
&)
=

SCN1A = T R E HT L K
SCNZA Y M v Ev YyBEEK
SCN4R —> T R E KE§EEBES
SCNSA = o) L PLNYTIVNNKSOQEESTLEL
SCNSA = E R EfE KTEBEK
SCNOR > T R PrEQUMPNREEETF
SCN10A = Y F SLVPLSIVNNKSDCEK

Abbildung 6: Vergleich der dquivalenten Aminosduresequenzen von verschiedenen Spezies
und der entsprechenden Abschnitte der anderen spannungsabhéngigen Natriumkanile in dem
Bereich wo die Variation im Exon 23 des SCN3A-Gens zu finden ist. A=Alanin, R=Arginin,
N=Asparagin, D=Asparaginsdure, C=Cystein, Q=Glutamin, E=Glutaminsidure, G=Glycin,
H=Histidin, I=Isoleucin, L=Leucin, K=Lysin, M=Methionin, F=Phenylalanin, P=Prolin,
S=Serin, T=Threonin, W=Tryptophan, Y=Tyrosin, V=Valin

Die Abbildung zeigt, dass die betreffende Aminosdure im SCN3A-Gen verschiedener

Spezies liberwiegend identisch und damit konserviert ist. Bei den anderen Unterformen
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spannungsabhiingiger Natriumkanile sieht man nur beim SCN2A-Gen die selbe
Aminosdure an der betreffenden Stelle. Allerdings ist auffillig, dass bei keiner der
Unterformen ein Valin (wie bei der gefunden Variation) an der betreffenden Stelle

eingebaut wird.

Weiterhin ist die Funktionsfahigkeit des Kanals davon abhéngig an welcher Position im

Protein die Variation auftritt. Diese ist in Abbildung 7 eingezeichnet.

Puore Ivlet 1372%A

Abbildung 7: Schematische Darstellung eines spannungsabhéngigen Natriumkanals
(modifiziert nach Meisler & Kearney, 2005). Die 4 homologen Doménen der alpha-
Untereinheit sind mit D1 bis D4 beschriftet. Innerhalb der einzelnen Domiinen sind -
beispielhaft in D2 - die transmembranen Segmente mit S1 bis S6 gekennzeichnet. Jeweils
mit der Schleife zwischen S5 und S6 wird die Pore gebildet. Der Spannungssensor ist mit +
gekennzeichnet und liegt jeweils im Segment S4. Neben der alpha-Untereinheit ist eine beta-
Unterheinheit mit einer extrazelluldren IgG-Schleife und einem kurzen intrazelluldren C-
Ende dargestellt.

Die Variation im SCN3A-Gen im Exon 23 befindet sich in der porenbildenden Schleife der
Doméine 3

Die Abbildung zeigt, dass die gefundene Variation im Bereich der porenbildenden
Schleife zwischen Segment 5 und 6 der dritten Doméine liegt. In funktionellen
Untersuchungen wurde festgestellt, dass Variationen im Bereich der Pore zu
gravierenden Storungen der Kanalfunktion fiithren. Die von uns beschriebene Variation

schein damit einen hohen funktionellen Stellenwert zu haben.
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Auch hier wiren weitere funktionelle Untersuchungen aufschlussreich.

5.1.3 Variationen im SCNS8A-Gen

In unserem Kollektiv konnte keine neue Variation im SCNSA-Gen gefunden werden.
Das SCNSA-Gen wurde bisher wenig untersucht. Untersuchungen an Miusen zeigen
einen Zusammenhang mit Ataxie, Tremor, Lihmungen und Dystonie [Plummer et al.,
1998, Levin & Meisler, 2004, Meisler et al., 2004], sowie reduzierter Lichtsensitivitit
[Cote et al., 2005]. In einer Studie konnten bei Miusen mit SCNSA-Mutationen EEG-
Verdnderungen nachgewiesen werden, welche auf das Vorliegen einer Absence-
Epilepsie hinweisen [Papale et al., 2009]. Im Gegensatz dazu wurde in einer anderen
Studie eine angehobene Krampfschwelle bei Miusen mit Dravet-Syndrom und
gleichzeitiger SCNSA-Mutation beschrieben und das SCNSA-Gen als genetischer
Modifizierer dieses Syndroms bezeichnet [Martin et al., 2007]. Bei Menschen wurde in
einem Fall bei einem Patienten mit Hirnatrophie, Ataxie und mentaler Retardierung eine
Mutation im SCNSA-Gen beschrieben [Trudeau et al., 2006]. In Bezug auf Epilepsie
gelang der Nachweis einer Mutation im SCNSA-Gen bei einer Patientin mit schwerer
epileptischer Enzephalopathie, mit frithkindlichen Krampfanfillen, autistischen Ziigen,
geistiger Behinderung, Ataxie und SUDEP (sudden unexplained death in epilepsy)
[Veeramah et al., 2012]. Erst kiirzlich wurden Mutationen im SCN8A-Gen bei Patienten
mit epileptischer Enzephalopathie, Infantilen Spasmen und Lennox-Gastaut-Syndrom
beschrieben [O’Brien & Meisler, 2013].

In unserer Untersuchung konnte ein moglicher Zusammenhang mit frithkindlichen

myoklonischen Epilepsien nicht weiter bekriftigt werden.

5.2 Weiterfithrende Untersuchungen

Diese Arbeit beschiftigt sich mit der Frage, ob Mutationen in den Genen SCN2A,
SCN3A und SCNSA mit frithkindlichen myoklonischen Epilepsien in Zusammenhang
stehen. Bei dem iiberwiegenden Anteil der von uns untersuchten Patienten konnte keine
Variation nachgewiesen werden. Obwohl bei Patienten mit frithkindlicher
myoklonischer Epilepsie im SCNIA-Gen hiufig Variationen zu finden sind, lassen sich,
trotz des theoretisch erklirbaren Zusammenhangs mit den anderen im Gehirn
exprimierten spannungsabhingigen Natriumkanilen, nicht in dieser Héaufigkeit

Variationen nachweisen. Jedoch konnte in unserer Untersuchung zumindest im SCN2A-
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und im SCN3A-Gen jeweils eine Variation bei Patienten mit einer frithkindlichen
myoklonischen Epilepsie nachgewiesen werden. In der Genese frithkindlicher
myoklonischer Epilepsien spielen DNA-Variationen in diesen Genen also

moglicherweise eine Rolle, jedoch deutlich geringer als Variationen im SCN/A-Gen.

Das wichtigste ,,Epilepsie-Gen* ist nach wie vor das SCNIA-Gen. Mehr als 650
Mutationen wurden in diesem Gen bei Patienten mit Dravet-Syndrom, GEFS+ und
einigen anderen Epilepsie-Syndromen beschrieben [Oliva et al., 2012]. Als erster
Ansatzpunkt bei der genetischen Diagnostik von Patienten mit frithkindlicher
myoklonischer Epilepsie, steht daher die Analyse des SCN/A-Gens.

Bei weiblichen Patienten schliefit sich daran die Analyse des PCDHI9-Gens an, bzw.
die Untersuchung mittels Epilepsie-Gen-Panel zur Untersuchung mehrerer Gene
gleichzeitig (PCDHI9 und die weiter unten beschriebenen Gene). Depienne et al.
fanden bei Patienten mit Dravet-Syndrom und negativer SCNIA-Analyse 9
verschiedene Mutationen im PCDHI9-Gen [Depienne et al., 2009]. Diese x-
chromosomal vererbte Storung betrifft fast ausschlieBlich weibliche Patienten. Der
zugrundeliegende pathogene Mechanismus scheint eine sogenannte zelluldre Interferenz
zu sein. Das bedeutet, dass die Storung erst klinisch wirksam wird, wenn Zellen mit
Mutation und Zellen ohne Mutation gemeinsam in einem Individuum auftreten. Diese
Hypothese wird unterstiitzt durch den Nachweis eines klinisch betroffenen ménnlichen
Patienten, welcher eine PCDHI9-Mutation als Mosaik aufweist. Méinner mit
hemizygoter Mutation im PCDH19-Gen sind symptomlose Ubertriiger der Erkrankung.
Es wird vermutet, dass ca. 5% der Patienten mit Dravet-Syndrom eine Mutation im
PCDH19-Gen aufweisen [Depienne et al., 2009, Depienne et al., 2012].

Im CHD2-Gen wurden Kkiirzlich bei drei Patienten mit Dravet-Syndrom Mutationen
nachgewiesen. Dieses Gen sollte ebenfalls in das Epilepsie-Gen-Panel einbezogen
werden [Suls et al., 2013].

Auch im SCN2A-Gen konnten einige Mutationen gefunden werden, insbesondere bei
Patienten mit BFNIS, GEFS+ und Dravet-Syndrom oder einem Syndrom, welches dem
Dravet-Syndrom &dhnelt [Oliva et al., 2012]. In unserem Kollektiv war eine Variation im
SCN2A-Gen bei einer Patientin mit Friihkindlicher Grand mal Epilepsie nachweisbar.
Das SCN2A-Gen ist damit in Bezug auf die spannungsabhédngigen Natriumkanile das

zweitwichtigste ,,Epilepsie-Gen*.
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Darauf folgt das SCN3A-Gen, bei welchem bisher bei einem Patienten mit kryptogener
fokaler Epilepsie des Kindesalters [Holland et al., 2008] und in unserer Studie bei einer
Patientin mit Frithkindlicher Grand mal Epilespie eine Variation nachgewiesen wurde.
Zusitzlich wird beim SCN3A-Gen ein Zusammenhang mit epileptischen Anfillen bei
Patienten mit fokal-kortikaler Dysplasie Typ IIb vermutet [Yu et al., 2012].

Das SCNSA-Gen betreffend konnten in unserer Studie keine neuen Erkenntnisse erzielt
werden. Bisher sind beziiglich Epilepsie Mutationen im SCNSA-Gen beschrieben
worden, bei einer Patientin mit schwerer epileptischer Enzephalopathie, mit
frithkindlichen Krampfanfillen, autistischen Ziigen, geistiger Behinderung, Ataxie und
SUDEP (sudden unexplained death in epilepsy) [Veeramah et al., 2012], sowie bei
Patienten mit epileptischer Enzephalopathie, Infantilen Spasmen und Lennox-Gastaut-
Syndrom [O’Brien & Meisler, 2013]. Das Gen scheint in Bezug auf friihkindliche
myoklonische Epilepsien wenn eine untergeordnete Rolle zu spielen. Daher scheint eine
Untersuchung des SCN8A-Gens nach aktueller Datenlage eher bei Patienten mit
Bewegungsstorungen wie Ataxie und Tremor, sowie bei Patienten mit den oben
genannten Erkrankungsbildern (epileptische Enzephalopathie, infantile Spasmen,
Lennox-Gastaut-Syndrom) sinnvoll.

Da insbesondere im SCN2A- und SCN3A-Gen Variationen bei Patienten mit
frithkindlicher Epilepsie nachgewiesen werden konnten, wenn auch deutlich seltener als
im SCNIA-Gen, ist es sicherlich sinnvoll diese Gene in ein Epilepsie-Gen-Panel mit

einzubeziehen.

Wir haben uns in der vorliegenden Arbeit darauf beschrinkt die alpha-Untereinheit der
spannungsabhingigen Natriumkanédle zu untersuchen. Bei moglichen weiteren
Untersuchungen konnte auch die beta-Untereinheit der spannungsabhéngigen
Natriumkanéle Beriicksichtigung finden. Bisher wurden vier Mutationen im SCNIB-
Gen bei Patienten im GEFS+-Spektrum identifiziert [Oliva et al., 2012], sowie eine
Mutation bei einem Patienten mit Dravet-Syndrom [Marini et al., 2011].

Shi et al. wiesen in einer Analyse bei Patienten mit frithkindlicher Epilepsie eine
missense-Mutation im GABRG2-Gen nach [Shi et al., 2010]. Auch dieses Gen sollte in

das Epilepsie-Gen-Panel einbezogen werden.
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6 Zusammenfassung

Das Dravet-Syndrom, die Friihkindliche Grand mal Epilepsie und die myoklonisch-
astatische Epilepsie gehoren zu den frithkindlichen myoklonischen Epilepsien. In der
Vergangenheit wurde bei diesen Epilepsie-Syndromen immer wieder ein gemeinsamer
genetischer Hintergrund vermutet, zumal sie in Multiplexfamilien nebeneinander
auftreten. In fritheren Arbeiten wurden zahlreiche verschiedene Mutationen im SCN/A-
Gen bei Patienten mit schwerer frithkindlicher myoklonischer Epilepsie (Dravet-
Syndrom) beschrieben. Dieses Gen ist das bisher mit Abstand wichtigste ,,Epilepsie-
Gen* des Menschen und kodiert die alpha-Untereinheit eines spannungsabhingigen
Natriumkanals. Dieser ist von entscheidender Bedeutung fiir die Initiation und
Ausbreitung von Aktionspotentialen in Interneuronen. Im Gehirn werden vier
verschiedene dieser spannungsabhédngigen Natriumkanéle exprimiert (SCNIA, SCN2A,
SCN3A und SCNSA). Da der Aufbau, die Funktion und zum Teil auch die Lokalisation
der anderen im Gehirn exprimierten spannungsabhingigen Natriumkanile de