Aus der Neurologischen Universitatsklinik Tabingen
Abteilung: Neurologie mit Schwerpunkt Epileptologie

SCN1A-MUTATIONEN UND SUDEP
Elektrophysiologische Untersuchungen an
Natriumkanalmutationen zweier spanischer

Familien mit Epilepsie und gehauftem

plétzlichen, unerwarteten Tod

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von

Hatice Bunea, geb. Kerti

2018



Dekan: Professor Dr. I. B. Autenrieth

1. Berichterstatter: Professor Dr. H. Lerche
2. Berichterstatter: Professor Dr. B. Antkowiak

Tag der Disputation: 01.10.2018



Inhaltsverzeichnis

Abkirzungsverzeichnis

1 Einleitung
1.1 Spannungsabhangige Natriumkanéale
1.1.1 Struktur und Funktion spannungsabhangiger Natriumkanéle
1.1.2 Nomenklatur spannungsabhangiger Natriumkanéle
1.1.3 Die Rolle der spannungsgesteuerten Natriumkanéle fir das
Aktionspotential
1.1.4 Mutationen in spannungsabhangigen Natriumkanalen
1.2 Generalisierte Epilepsie mit Fieberkrampfen Plus (GEFS™)
1.2.1 Definition von GEFS*
1.2.2 Klinischer Verlauf und Genetik von GEFS*
1.2.3 Das Dravet-Syndrom (SMEI, Severe Myoclonic Epilepsy of Infancy)
1.3 SUDEP
1.3.1 Definition von SUDEP
1.3.2 Inzidenz von SUDEP
1.3.3 Risikofaktoren fur SUDEP
1.4 Klinische und genetische Daten der 2 untersuchten Familien
1.4.1 Familie 1
1.4.1.1  Epileptologische Daten
1.4.1.2 SUDEP-Félle und -Rate
1.4.1.3  Herzuntersuchungen
1.1.1.1  Genetische Daten
1.4.2 Familie 2
1.4.2.1 Epileptologische Daten
1.4.2.2 SUDEP-Félle und -Rate
1.4.2.3 Genetische Daten
1.5 Wissenschaftliche Fragestellung und Ziele der Arbeit

2  Material und Methodik
2.1 Zellkultur der tsA-Zelllinie
2.2 Transiente Transfektion
2.3 Elektrophysiologie
2.3.1 Das elektrophysiologische Setup und die Durchfiihrung der

Experimente

© N N~

12
14
16
16
18
21
22
22
22
23
25
25
25
30
30
30
32
32
34
34
36

37
37
38
41

41



©

2.3.2 Die Ganzzellableitung
2.3.3 Herstellung von Glas-Patchpipetten und Ag/AgClI-Elektroden
2.3.4 Herstellung von Pipetten- und Badlésung
2.4 Analyse der Patch-Clamp-Daten
2.4.1 Strom-Spannungs-Kurve
2.4.2 Die spannungsabhéangige Aktivierung
2.4.3 Die spannungsabhéngige Inaktivierung
2.4.4 Refraktaritat

2.5 Auswertung und statistische Verfahren

Ergebnisse

4.1 Elektrophysiologische Analyse der Mutation in der 1. Familie
4.1.1 Natriumstromdichte der Zellen
4.1.2 Aktivierung und Inaktivierung der Natriumkanale
4.1.3 Zeitkonstante Tau der schnellen Inaktivierung
4.1.4 Erholung der Natriumkanéle ausgehend von einem
Membranpotential von -100 mV

4.2 Elektrophysiologische Analyse der Mutation in der 2. Familie

Diskussion
5.1 Beschreibung der klinischen Daten der zwei Familien und der

gefundenen Mutationen

5.2 Elektrophysiologische Konsequenzen der Mutationen und Diskussion

der Methodik
5.3 Einordnung der Mutationen in den physiologischen Kontext
5.4 Ausblick

Zusammenfassung
Literaturverzeichnis
Erklarung zum Eigenanteil

Danksagung

43
44
45
46
46
47
47
49
51

52
52
53
54
55

56
58

59

59

62
64
69

71

73

80

81



Abkulrzungsverzeichnis

A
Ag/AgClI-Elektrode
ATPase
Ca2+
cDNA
CMV
CO2
CsF
CsOH
CT

d

DNA

EEG

FeCls
FK*
GABA
GEFS*
GQ
GTKA
HCI

HEK

Ampere

Silber-Silberchlorid-Elektrode
Adenosintriphosphatase

Calcium

Komplementare Desoxyribonukleinsaure
Zytomegalievirus

Kohlenstoffdioxid

Chemische Summenformel fur Caesiumfluorid
Chemische Summenformel fur Caesiumhydroxid
Computertomografie

Durchmesser

Desoxyribonukleinsaure
Elektroenzephalogramm

Farad

Chemische Summenformel fur Eisentrichlorid
Fieberkrampfe Plus

Gamma-Aminobuttersaure

Generalisierte Epilepsie mit Fieberkrampfen Plus
Gigaohm

Generalisierte tonisch-klonische Anfalle
Chemische Summenformel fir Chlorwasserstoff
Human Embryonic Kidney; Humane Embryonale

Niere



H20
ILAE
kDa
kHz

Kl

MgCl2
Mg?*
ml
mm
mM
MQ
MRT
mV

ms

Mg

pm
nA
NaCl
Na*
pA
pF

PNS

Chemische Summenformel fir Wasser
International League Against Epilepsy
Kilodalton

Kilohertz

Konfidenzintervall

Lange

Chemische Summenformel fir Magnesiumchlorid
Magnesium

Milliliter

Millimeter

Millimol

Megaohm

Magnetresonanztomografie

Millivolt

Millisekunde

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Nanoampere

Chemische Summenformel fir Natriumchlorid
Natrium

Pikoampere

Pikofarad

Peripheres Nervensystem



SMEI

SUDEP

TTX

ZNS

Siemens

Severe Myoclonic Epilepsy of Infancy; Schwere
myoklonische Epilepsie des Sauglingsalters,
Dravet-Syndrom

Sudden Unexpected / Unexplained Death of
Epilepsy Patients; Plotzlicher unerwarteter /
ungeklarter Tod eines an Epilepsie erkrankten
Patienten

Tetrodotoxin

Zentrales Nervensystem



1 Einleitung

1.1 Spannungsabh&ngige Natriumkanéle

1.1.1 Struktur und Funktion spannungsabhangiger Natriumkanéle

Spannungsabhéngige Natriumkanéle dienen in Neuronen und Muskelzellen der
Generierung und Weiterleitung von Aktionspotentialen und sind verantwortlich
fur die Informationsverarbeitung in Neuronen und die Erregungsausbreitung in
Muskelzellen. Sie bilden eine Pore in der Zellmembran und ermdglichen
Natriumionen das Passieren der Zellmembran von extra- nach intrazellular in

Abhangigkeit von einer an der Membran anliegenden Spannung.

Natriumkanédle bestehen aus mindestens zwei Untereinheiten. Die
porenbildende a-Untereinheit mit einer Grof3e von ca. 260 kDa (1800-4000
Aminosauren) ist assoziiert mit bis zu zwei zusatzlichen, nicht porenbildenden
33 bis 36 kDa grofden B-Untereinheiten (Catterall, 2000). Bisher konnten zehn
Gene entschlusselt werden, die die a-Untereinheit kodieren und vier Gene fur
verschiedene B-Untereinheiten (B1 — B4) sind bekannt (Goldin, 2001, Maier et
al., 2004). Die Gene SCN1A — SCN11A fir die Isoformen der a-Untereinheit
befinden sich beim Menschen auf dem Chromosom 2 im Bereich 2921 — 24
(SCN1A, SCN2A, SCN3A und SCN9A) und im Bereich 2921-23 (SCN6A und
SCN7A), auf dem Chromosom 3 im Bereich 3p21 — 24 (SCN5A, SCN10A und
SCN11A), auf dem Chromosom 12 im Bereich 1213 (SCN8A) und auf dem
Chromosom 17 im Bereich 17923 — 25 (SCN4A).

Die Sequenz ist hochkonserviert und kodiert den typischen Aufbau (Abbildung
1, Seite 9) der a-Untereinheit aus vier homologen Domanen DI — DIV mit
jeweils sechs a—helikalen Segmenten S1 — S6 (Goldin, 2001, Catterall et al.,
2005). Die Aminosauresequenzen der einzelnen Segmente sind durch
Zwischensequenzen miteinander verbunden. Den Selektivitatsfilter bilden die
vier loop-formigen P-Segmente, die zwischen den Segmenten S 5 und S 6
,haarnadelférmig“ in die Membran hineinragen (Goldin, 2003). Daraus resultiert
die  Natriumselektivitat der a-Untereinheit  (Catterall, 2000). Die



Spannungssensitivitat der a-Untereinheit resultiert aus positiv geladenen
Aminosauren im Segment 4 (S4), das als Sensor fur Anderungen des
elektrischen Feldes uber der Membran dient. Er sorgt fur das Offnen und
Schlieen der Natriumkanédle (Cestele et al., 2006). Die homologen S4-
Segmente reagieren auf Depolarisation mit einer Konformationsanderung des
gesamten Proteinmolekuls. Hierdurch offnet sich die Kanalpore. Die
Inaktivierung des Kanals wird durch eine kurze Aminosduresequenz in der
intrazellularen Schleife zwischen den Doménen Ill und IV verursacht (Goldin,
2003).

Die Kinetik der Aktivierung und Inaktivierung des Kanals wird durch die B-
Untereinheiten moduliert. Die B-Untereinheit besteht aus einem einzelnen
transmembranaren Segment, einer extrazellularen immunglobulin-dhnlichen
Schleife (,Loop“) und einem intrazellularen C-Terminus. Die Untereinheiten (2
und B4 sind kovalent mit der a-Untereinheit Gber eine Disulfidbriicke verbunden,
die Untereinheiten B1 und B3z sind nichtkovalent angelagert (Yu et al., 2003).
Des Weiteren werden den B-Untereinheiten Funktionen wie Modulation der
Spannungsabhéangigkeit der Pore, Regulation der Kanalexpression in der
Zellmembran und Wirkung als Zelladhdsionsmolekile zugewiesen (Isom,
2001). Die Gene SCN1B — SCN4B der vier Isoformen der B-Untereinheiten
liegen auf dem Chromosom 19 im Bereich 19q13 (SCN1B) und auf dem
Chromosom 11 im Bereich 11922 — 23 (SCN2B, SCN3B, SCN4B) (Yu et al.,
2003, Catterall et al., 2005).
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Abbildung 1: Struktur eines spannungsabhangigen Natriumkanals (Catterall, 2000)

Domanen I-IV und jeweilige Segmente S1-6, gelb markiert: positiv geladene S4-Segmente; OUT:

extrazellular; IN: intrazellular; Inactivation: Inaktivierung durch intrazellulare Schleife

1.1.2 Nomenklatur spannungsabhéangiger Natriumkanale

In der Nomenklatur der Natriumkanale Navl.1 — Nav1.9 werden die einzelnen
Isoformen mit ,.x“ benannt, ,Na“ steht fir das bevorzugte lon Natrium und ,v*
(,voltage®) fur den Steuerungsmechanismus (Goldin, 2001). Die
spannungsabhangigen Natriumkanale werden hinsichtlich ihres Vorkommens in
Geweben in drei Gruppen eingeteilt (Tabelle 1, Seite 11). Die Isoformen
Navl.l, Navl.2, Navl.3, Navl.6 und Nax dominieren im ZNS und werden in
Neuronen und Gliazellen exprimiert. Nax stellt eine atypische Isoform dar, die
wahrscheinlich durch Anderung der extrazellularen Natriumkonzentration
gesteuert ist und Bedeutung fir die Regulation des Wasserhaushalts und
Natriumkonzentration hat (Hiyama et al., 2002). Navl1l.4 wird in adulten

Muskelzellen und Nav1.5 in embryonalen und denervierten Muskelzellen sowie



in  Herzmuskelzellen exprimiert. In den Spinalganglien des peripheren
Nervensystems sind die Isoformen Navl1.7, Navl1.8 und Navl.9 zu finden
(Catterall et al., 2005). Eine Einteilung der spannungssensitiven Natriumkanéle
erfolgt auch haufig nach der unterschiedlichen Affinitdt zu Tetrodotoxin (TTX),
dem Gift des japanischen Kugelfisches. Die im ZNS vorherrschenden Isoformen
Navl.1l, Navl.2, Nav1l.3, Navl.4, Nav1l.6 und Navl.7 sind TTX-sensibel (Goldin,
2001).
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Tabelle 1: Isoformen, TTX-Sensitivitat und Vorkommen des spannungsabhangigen Natriumkanals

Natriumkanal | TTX- Gensymbol | Chromosom
Sensitivitat

sensibel ZNS SCN2A 2023-24

sensibel Skelettmuskel SCN4A 17923-25

sensibel ZNS SCNS8A 12913

resistent PNS SCN10A 3p22-24

Herzmuskel, SCNG6A, 2021-23
Uterus, SCN7A

Astrozyten,

PNS, glatte

Muskulatur
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1.1.3 Die Rolle der spannungsgesteuerten Natriumkanale fir das

Aktionspotential

In Neuronen und Muskelzellen sind spannungsabhangige Natriumkanale fur die
Generierung und Weiterleitung von Aktionspotentialen verantwortlich.
Voraussetzung fur die Entstehung eines Aktionspotentials in Neuronen oder
Muskelzellen ist das Vorhandensein eines Spannungsgradienten entlang der
Zellmembran, der durch die Natrium-Kalium-ATPase aufrechterhalten wird. Die
Natrium-Kalium-ATPase schafft intrazellular eine hohe Kaliumkonzentration und
pumpt gleichzeitig Natriumionen nach aulRen, sodass sich Uuber der
Zellmembran ein Ruhemembranpotential von -50 bis -100 mV einstellt. Ein
Aktionspotential besteht aus drei Phasen. Ein ankommender Reiz (z. B. durch
Offnen von postsynaptischen Kationenkanalen durch Neurotransmitter) bewirkt
eine initiale Depolarisierung des Ruhemembranpotentials. Nach Uberschreiten
des Schwellenpotentials werden die spannungsabhangigen Natriumkanale
aktiviert und es erfolgt ein schneller Einstrom von Natriumionen aus dem
Extrazellularraum in  den Intrazellularraum, die die 1. Phase des
Aktionspotentials der Depolarisation der Zellmembran bis in den positiven
Bereich darstellt. Innerhalb weniger Millisekunden gehen die Natriumkanéle in
einen inaktiven Zustand Uber und es wird die 2. Phase des Aktionspotentials,
die Repolarisation mit Potentialumkehr, eingeleitet. In dieser Phase nimmt der
Kaliumstrom Uber spannungsabhéngige Kaliumkanale zu und es kommt zum
Erreichen des Ruhemembranpotentials und dartuber hinaus kann es zur
Nachhyperpolarisation kommen (3. Phase), da die Kaliumleitfahigkeit noch
erhoht ist (Kandel et al., 2000).

Das Natriumkanalprotein &ndert seine Hauptformation wahrend eines
Aktionspotentials und durchlauft drei zyklische Zustande: ruhend, aktiviert und
inaktiviert (Abbildung 2, Seite 13). Der inaktivierte Zustand (,Inactivated®)
unterscheidet sich vom ruhenden Zustand durch die Nichtaktivierbarkeit. Beim
Ruhemembranpotential sind die Kandle im ruhenden Zustand. Bei
Membrandepolarisation bewegen sich auf molekularer Ebene die

Spannungssensoren (Aminosauresequenz an Segment 4 der Domane V) nach

12



aulR3en und die Kanalpore befindet sich im aktivierten Zustand (,Open®) und ist
geodffnet fir den Natriumionenfluss. Bei weiterer Depolarisation limitiert die
schnelle Inaktivierung die Dauer des Aktionspotentials und initiiert die
Repolarisation. In dieser Zeit sind einige Natriumionenkandale refraktar
(,Closed), eine Offnung des lonenkanals ist nicht moglich, und eine Erholung
vom inaktivierten Zustand erfolgt erst wieder nach der Repolarisation (Denac et
al., 2001, Marban et al., 1998, Goldin, 2001).

Closed Na' K Open
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Abbildung 2: Konformationen spannungsabhangiger Kationenkanale (Lerche et al., 2001)

Im inaktivierten Zustand bilden auf molekularer Ebene mehrere Aminosauren
zwischen der Domane Il und IV der porenformenden a-Untereinheit eine
intrazellulare Schleife, die die Kanalpore von innen verschliel3t (Abbildung 3,
Seite 14).
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Abbildung 3: Molekularer Mechanismus der Kanalpore (Catterall, 2000)

Porenformende a-Untereinheit mit intrazelluldarem ,Loop“ zwischen den Doméanen Il und IV; links:

aktivierter Zustand - rechts: inaktivierter Zustand

1.1.4 Mutationen in spannungsabhangigen Natriumkanalen

Spannungsabhéngige Natriumkanéle konnen durch Mutationen in ihrem
Genom schwer in ihrer Funktion beeintrachtigt sein. Daraus resultiert eine
gestorte Erregungsbildung und Ausbreitung des Aktionspotentials. Die
Mutationen kénnen zu erblich bedingten Krankheiten fihren, wie zum Beispiel

Epilepsien, Myoklonien oder Herzrhythmusstérungen.

Mutationen in Natriumkanalen kénnen sowohl gain of function als auch loss of
function Mechanismen hervorrufen. Als gain of function werden solche
Veranderungen bezeichnet, die nach einem Aktionspotential die
Erholungsphase von der schnellen Inaktivierung beschleunigen und die
Refraktarzeit verkurzen (Alekov et al., 2000). Eine Stdorung der schnellen
Inaktivierung der Natriumkanéle fuhrt dazu, dass die Repolarisation der
Zellmembran verlangsamt oder inkomplett stattfindet. Das resultiert in einer
Ubererregbarkeit mit spontanen Serien von Aktionspotentialen. Ein weiterer
gain of function Mechanismus sind persistierende Einwartsstrome von

Natriumionen, die die Zellmembran depolarisieren (Lossin et al., 2003).
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Genmutationen in  SCN1A (Tabelle 2, unten) und SCN1B fuhren zur
generalisierten Epilepsie mit oder ohne Fieberkrampfe (Wallace et al., 2001,
Wallace et al.,, 2002). Die der GEFS* zugrunde liegende Genetik ist sehr
heterogen. Der Erbgang ist haufig autosomal-dominant. Am haufigsten finden
sich Mutationen im Gen SCN1A (2924.3, Natriumkanal-Protein Typ 1,
Untereinheit Alpha, 10%). Mutationen in den Genen SCN2A, SCN1B, und
GABRG2 werden seltener berichtet. SCN1A Mutationen finden sich, neben
epileptischen Syndromen wie GEFS* und Dravet-Syndrom, auch bei familiarer

hemiplegischer Migréane (Dichgans et al., 2005).

Tabelle 2: Vorkommen von SCN1A-Mutationen bei Epilepsien

Anfallstyp Vorkommen
Einfache Fieberkrampfe selten
Fieberkrampfe Plus selten

Generalisierte Epilepsie mit Fieberkrampfen Plus 5-10%

Schwere frihkindliche myoklonische Epilepsie = | 33 —90%

Dravet-Syndrom

Schwere fruhkindliche Grand mal-Epilepsie 70%
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1.2 Generalisierte Epilepsie mit Fieberkrampfen Plus (GEFSY)

1.2.1 Definition von GEFS*

Anfallstypen und Epilepsiesyndrome werden nach dem Klassifikationssystem
der Internationalen Liga gegen Epilepsie (ILAE, englisches Akronym fir The
International League Against Epilepsy) eingeteilt. Der letzte Vorschlag fir eine
Revision des Klassifikationssystems wurde im Jahre 2010 gemacht. Die ILAE
unterscheidet tUber 20 verschiedene elektroklinische Syndrome, die jeweils
durch klinische Merkmale, Zeichen und Symptome sowie Muster im
Elektroenzephalogramm charakterisiert sind. Zahlreiche Epilepsiesyndrome
beginnen typischerweise im 1. Lebensjahr. Ca. 13% der Epilepsiepatienten

haben anamnestisch Fieberkrampfe (Berg et al., 2010).

Fieberkrampfe treten bei 3-5% aller Kinder unter sechs Jahren auf und sind
typischerweise nicht mit einem erhéhten Risiko verbunden, eine Epilepsie als
Jugendlicher oder Erwachsener zu entwickeln (Berg et al., 2010, ILAE, 1989).
Ein Fieberkrampf ist ein epileptischer Anfall, der wahrend eines Fieberschubs
(Korpertemperatur >38,5 °C) auftritt. Die Unterteilung der Fieberkrampfe erfolgt

in einfache und komplizierte Fieberkrampfe (Tabelle 3, Seite 17).

Einfache Fieberkrampfe treten als generalisierte tonisch-klonische Anfélle bei
Kindern im Alter zwischen sechs Monaten und funf Jahren auf. Die Dauer der
Anfalle liegt unter 15 Minuten und die Haufigkeit ist maximal einmal taglich.
Einfache Fieberkrampfe treten maximal drei Mal im Leben auf und das

Elektroenzephalogramm (EEG) ist zwei Wochen nach einem Anfall unauffallig.

Komplizierte Fieberkrampfe beginnen fokal und dauern langer als 15 Minuten
oder wiederholen sich innerhalb von 24 Stunden. Postiktal sind neurologische
Ausfalle und EEG-Veranderungen bis zu zwei Wochen nach dem Fieberkrampf
moglich. Das Alter fur komplizierte Fieberkrampfe liegt zwischen einem Monat
und sechs Jahren. (Waruiru and Appleton, 2004, Kugler and Johnson, 1998,
Nelson et al., 1991).
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Als Fieberkrampfe Plus werden Anfélle bezeichnet, die Gber das 6. Lebensjahr
hinaus auftreten und von afebrilen generaliserten tonisch-klonisch Anfallen

begleitet sein kdnnen oder auch nicht (Scheffer and Berkovic, 1997).

Generalisierte genetische Epilepsie mit Fieberkrampfen Plus (GEFSY) ist eine
Erkrankung mit familiarer Assoziation von Fieberkrampfen und epileptischen
Anfallen. Dieses Syndrom wurde von Scheffer und Berkovic im Jahre 1997
eingefuhrt. Es charakterisiert Familien, in denen sowohl einfache
Fieberkrampfe, als auch Fieberkrampfe nach dem 5. Lebensjahr sowie
verschiedene Formen afebriler Anfélle bei unterschiedlichen oder auch den
gleichen Familienmitgliedern vorkommen und dominant mit reduzierter

Penetranz vererbt werden.

Tabelle 3: Einfache und komplexe Fieberkrampfe nach Fetveit (2008)

Einfacher Fieberkrampf Komplexer Fieberkrampf

Dauer <15 Minuten (selbstlimitierend) | Dauer >15 Minuten

Keine Wiederholung innerhalb von 24 | Wiederholung innerhalb von 24

Stunden Stunden bzw. Anfallsserien

Postiktal unauffalliger Postiktale Parese bzw. neurologische
neuropadiatrischer Status Defizite

Generalisierte, tonisch-klonische Fokale. atone Anfalle, mit / ohne
Anfélle Generalisierung

17



1.2.2 Klinischer Verlauf und Genetik von GEFS*

Patienten mit GEFS* zeigen Fieberkrampfe, die Uber das sechste Lebensjahr
hinaus fortbestehen und haufig zusatzlich von afebrilen generalisierten tonisch-
klonischen Anfallen wie Absencen, myoklonoische, atonische und myoklonisch-

astatische Anfélle begleitet sind (Scheffer and Berkovic, 1997).

Es treten im EEG meist Spike-Wave-Muster auf und Photosensitivitat. Afebrile
Anfalle (am haufigsten generalisiert tonisch-klonische Krampfe) kénnen in der
Kindheit mit Fieberkrampfen assoziiert sein; das gemeinsame Auftreten von
afebrilen und Fieberkrampfen ist typisch fur GEFS*. Afebrile Krampfe kdnnen
auch nach einer anfallsfreien Periode wieder auftreten; sie kénnen auch in

Patienten auftreten, die vormals keine Fieberkrampfe hatten.

Von GEFS* betroffene Mitglieder einer Familie zeigen heterogene
Manifestationen der o0.g. Anfalle mit unterschiedlicher Auspragung und
Altersabhangigkeit. Die Anfélle konnen im Alter von 12 Jahren sistieren oder
auch persistieren, welche dann schwer behandelbar sind Bei einzelnen
Patienten kommt es erst im Erwachsenenalter zu einer klassischen

Temporallappen-Epilepsie (Baulac et al., 2004)..

Generalisierte Epilepsie mit Fieberkrampfen Plus (GEFSY) ist eine Erkrankung,
die durch Mutationen in Genen von spannungsabhangigen und

ligandengesteuerten lonenkanale verursacht werden kann (Tabelle 4, Seite 20).

Veranderungen wurde in Untereinheiten neuronaler spannungsabhéangiger
Natriumkanédle und von GABAa-Rezeptoren beschrieben (Nakayama, 2009).
GEFS* wird autosomal dominant vererbt mit einer unterschiedlichen Penetranz
von 60 — 90% (Singh et al., 1999).

In  Zellkultur wurden GEFS*-Mutationen exprimiert, die in Patch-Clamp-
Untersuchungen sowohl gain of function als auch loss of function zeigten. Im
Mausmodell dagegen wurde festgestellt, dass der primére Effekt von GEFS*-
Mutationen darin besteht, die Aktivititt von GABAergen inhibitorischen

Neuronen zu senken. Der Funktionsverlust der GABAergen inhibitorischen

18



Neurone scheint die Hauptursache fur epileptisches Geschehen bei GEFS*-
Patienten zu sein und konnte in direktem Zusammenhang mit SCN1A-
Mutationen stehen (Escayg and Goldin, 2010, Catterall et al., 2010).

Etwa 10% der GEFS*-Familien tragen Mutationen im SCN1A-Gen (Chromosom
2024, 26 Exone). Das Gen kodiert fur die porenbildende Untereinheit des
Natriumkanals Navl.1l. Mutationen, die de novo entstehen, gehen mit der
schwersten Verlaufsform einher, dem sog. Dravet-Syndrom. Es gibt klare
Hinweise daflir, dass die Art der Mutation mit der Schwere der Erkrankung
korreliert. Mutationen im SCN1A-Gen scheinen beim Dravet-Syndrom haufig
eingreifendere Folgen in die Funktion des Proteins zu haben als Mutationen im
selben Gen bei GEFS*. So sind viele Mutationen beim Dravet-Syndrom als
Jrunkierend“ zu bezeichnen (Mulley et al., 2005). Es treten Basenaustausche,
aber auch groRRere Deletionen auf. Die Mutationen verursachen einen
Funktionsverlust von Nav1.1, der in inhibitorischen Neuronen lokalisiert ist.
Diese loss of function Mutationen beeintrachtigen das Feuern inhibitorischer
Neurone, was zu einer verminderten Hemmung fuhrt (Hedrich et al., 2014,
Gambardella and Marini, 2009) .

Fur das SCN1B-Gen (19g13.1, 6 Exone) sind bisher nur finf Mutationen
beschrieben (Wallace et al., 1998, Scheffer et al., 2007, Audenaert et al., 2003).
Mutationen im SCN1B-Gen fuhren zu einer beeintrachtigten Modulation der

Kinetik von Natriumkanalen (Wimmer et al., 2010).

Patienten mit GEFS* Typ 3 tragen Mutationen im GABRG2-Gen, welches die
y2-Untereinheit des GABAAa-Rezeptors kodiert. Der GABAAa-Rezeptor ist ein
ligandengesteuerter Chloridkanal, welcher das wichtigste inhibitorische Molekdl
im Gehirn darstellt. Der Kanal hat spezifische Bindungsstellen fir GABA
(Gamma-Aminobuttersaure), Benzodiazepine, Barbiturate und Steroide. Er ist
als Heteropentamer aufgebaut, wobei GABRG2 eine der drei wichtigsten
Untereinheiten des Kanals kodiert. Der am haufigsten vorkommende Rezeptor
besteht aus zwei ai-Untereinheiten, zwei Bi-Untereinheiten und einer y2-
Untereinheit (Hedrich and Maljevic, 2016).
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GABAAa-Rezeptoren vermitteln inhibitorische Effekte im Gehirn. Die verminderte
Aktivitat des GABA-Chloridkanals bewirkt eine Reduktion der Inhibition. Eine

trunkierende Mutation fihrt zum Verlust der y2-Untereinheit in der Membran und

GABAerger Strome. Bei GEFS* sind die Veranderungen vor allem in der
Gamma-2-Untereinheit (GABRG2-Gen, 5931.1 — g33.1, 10 Exone) zu finden.
Es sind vor allem Missensemutationen, Nonsense- und Spleifmutationen im
GABRG2-Gen bekannt (Harkin et al., 2001), aber auch seltene Mutationen
wurden im GABRD-Gen beschrieben (Dibbens et al., 2004).

Tabelle 4: Genetische Heterogenitat von generalisierter Epilepsie mit Fieberkrampfen plus (GEFS*

Genlokus Gen Protein GEFS*
19g13.1 SCN1B Bi-Untereinheit des Nav1.1 Typ 1
2021-933 SCN1A ai-Untereinheit des Navl1.1 Typ 2
5031.1- GABRG2 | y2-Untereinheit des GABAa-Rezeptors | Typ 3
g33.1
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1.2.3 Das Dravet-Syndrom (SMEI, Severe Myoclonic Epilepsy of Infancy)

Das Dravet-Syndrom (Severe myoclonic epilepsy of infancy, SMEI) wurde
erstmals von Charlotte Dravet im Jahre 1978 in Frankreich beschrieben und ist
die schwerste Verlaufsform der GEFS* (Dravet, 2011). Das Dravet- Syndrom ist
durch klonische und tonisch-klonische Anfélle, die haufig anhaltend und mit
Fieber assoziiert im 1. Lebensjahr auftreten, charakterisiert. Im Verlauf der
Erkrankung entwickeln sich bei den Patienten afebrile generalisierte
myoklonische Anfélle, Absencen oder tonisch-klonische Anfalle. Einfach- oder
komplex-fokale Anfalle kbnnen auch auftreten. Bis zum 2. Lebensjahr kann die
frihkindliche Entwicklung noch normal sein, dann kommt es aber zu einer
Stagnation in der psychomotorischen Entwicklung (Spastik und Ataxie), zu einer
mentalen Retardierung und zu progressiven neurologischen Aufféalligkeiten. Die
Erkrankung ist aul3erst resistent gegen alle bisher bekannten antikonvulsiven
Pharmakotherapien (Scheffer and Berkovic, 2003). SCN1A-Mutationen treten in
Familien héaufig de novo auf und zeigen Haploinsuffizienz des Navl.1l-
lonenkanals, sodass ein kompletter loss of function des lonenkanals auftritt
(Claes et al.,, 2001). SMEI-Patienten sind h&aufig Trager von Frameshift-,
Nonsense- und Splice-Site-Mutationen (Lossin, 2009). Mildere Beeintrachtigung
der Kanalfunktion ist bei SCN1A-Mutationen zu detektieren, die bei GEFS*-
Patienten vorkommen; daraus resultiert die Hypothese, dass eine Genotyp-
Phanotyp-Korrelation bei familidren Epilepsiesyndromen maglich ist (Catterall et
al., 2010). Das Dravet-Syndrom ist im Kindes- und Jugendalter mit einer
erhohten Sterblichkeit verbunden. Bis heute gibt es keine Erklarung, wie diese
plotzlichen Todesfalle zustande kommen, noch irgendwelche sinnvollen

Empfehlungen, diesen vorzubeugen.
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1.3 SUDEP

1.3.1 Definition von SUDEP

SUDEP ist das englische Akronym fur den pl6tzlichen, unerwarteten Tod bei
Epilepsie (Sudden Unexpected Death in Epilepsy). SUDEP ist definiert als der
unerwartete, plotzliche Tod eines an Epilepsie erkrankten Patienten, der
interiktal einen weitgehend unauffalligen Gesundheitszustand aufweist. Der Tod
tritt innerhalb von Minuten unter normalen Alltagsumsténden ein, es gibt keine
anderweitige medizinische Todesursache und ein Status epilepticus ist
ausgeschlossen (Nashef et al., 2011). Anfallsassoziierte Unfalle, Todesfélle
aufgrund von Begleiterkrankungen, Suizide und Status epileptici werden als
Todesaursache ausgeschlossen. Der Tod kann mit oder ohne Nachweis eines
vorausgegangenen epileptischen Anfalls auftreten. Es erfolgt in der klinischen
Praxis die Unterteilung in ,definitiven SUDEP“, wenn im Rahmen einer Autopsie
keine anderweitige medizinische oder toxische Todesursache festgestellt wird
und ,wahrscheinlicher SUDEP*“ bei Fehlen einer Autopsie (Shorvon and
Tomson, 2011).

1.3.2 Inzidenz von SUDEP

Die Inzidenz von SUDEP steigt mit der Schwere der Epilepsieerkrankung. Die
Gesamtrate des plotzlichen Todes ist 2,6 mal hoher bei Epilepsiepatienten als
in der Gesamtbevélkerung (Neligan et al., 2011). Auf Videouberwachungs-
Stationen flur Epilepsiepatienten liegt die geschatzte Inzidenz fur SUDEP bei 5
pro 1000 Patientenjahre und 1,2 pro 10000 Video-EEG-Uberwachungen (Ryvlin
et al., 2013). Die Inzidenz fir SUDEP ist mit 6,3 bis 9,3 pro 1000 Patientenjahre
hoher in der Gruppe von Epilepsiepatienten, die eine pharmakoresistente
Epilepsie haben und bei denen die Epilepsiechirurgie keine Anfallsfreiheit

erbringt (Tomson et al., 2008).

Epilepsiepatienten im jungen Erwachsenenalter haben ein 24-fach erhohtes
Risiko fur SUDEP als altere Patienten (Ficker et al., 1998). Risikofaktoren flr

SUDEP wurden bei insgesamt vier Fall-Kontroll-Studien analysiert, die lebende
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Epilepsiepatienten als Kontrollgruppe hatten, und wurden von der Kommission
fur Epidemiologie der Internationalen Liga gegen Epilepsie zusammengefasst
(Hesdorffer et al., 2011a). Mannliche Epilepsiepatienten haben ein 1,4-fach

erhohtes Risiko fir SUDEP gegeniber weiblichen Patienten.

In absoluten Zahlen ist in Deutschland mit minimal 500 SUDEP-Fallen pro Jahr
zu rechnen (May and Pfafflin).

1.3.3 Risikofaktoren fur SUDEP

Bei einer langen Dauer der Epilepsieerkrankung Uber 15 Jahre verdoppelt sich
das Risiko fuir SUDEP. Der wichtigste Risikofaktor ist die Frequenz von
generalisiert tonisch-klonischen Anféllen pro Jahr. Die Odds Ratio fur Patienten
mit ein bis zwei bzw. mit Uber 50 generalisierten tonisch-klonische Anfallen pro
Jahr ist 2,94 bzw. 14,51 gegenuber Epilepsiepatienten ohne generalisiert
tonisch-klonische Anfélle. Fur Patienten mit einer Kombinationsbehandlung von
Antiepileptika wird ein dreifach erhthtes Risiko fur SUDEP angegeben

gegenuber solchen mit einer Monotherapie (Shorvon and Tomson, 2011).

Fall-Kontroll- und Kohorten-Studien deuten auf folgende Kklinische und
demographische Anzeichen als Risikofaktor fiur SUDEP (Hesdorffer et al.,
2011a, Hesdorffer et al., 2011b, Shorvon and Tomson, 2011):

e Alter (relative hohe Bedeutung im jungen Erwachsenenalter, 15 — 40
Jahre),

e mannliches Geschlecht,

e Komorbiditditen =~ wie  psychiatrische  Erkrankungen,  mentale
Retardierung oder auch Alkoholabusus,

e schwer behandelbare Epilepsien und Epilepsien von Kandidaten fur
Add-On-Behandlungen mit neuen Antiepileptika, fir eine resektive
Epilepsiechirurgie oder fir eine Vagusnervstimulation,

e sekundar generalisierte tonisch-klonische Anfélle, insbesondere

epileptische Anfélle in der Nacht,
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o fokale Epilepsien, lange Epilepsiedauer (Dauer der Epilepsie >10
Jahre), hohe Anfallsfrequenz (Anfallshaufigkeit >1 / Monat)

e Polypharmakotherapie, rasche Umstellungen der Medikamente,
plétzliches Absetzen von Antiepileptika,

e schlechte Compliance in der Medikamenteneinnahme

e Subtherapeutische oder schwankende Serumkonzentrationen der

Antiepileptischen Medikation

Lamotrigin wird in Studien als Risikofaktor fir SUDEP durch proarrhythmische
Effekte bei Frauen mit generalisierter Epilepsie beschrieben (Aurlien et al.,
2012).
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1.4 Klinische und genetische Daten der 2 untersuchten Familien
1.4.1 Familie 1

1.4.1.1 Epileptologische Daten

Klinische und genetische Daten beider Familien wurden durch unsere
Kollaborationspartner in Spanien erhoben. Es wurden 36 mannliche und 36
weibliche Personen untersucht (Tabelle 5, Seite 28). Von den 72 Personen
waren 22 an Epilepsie erkrankt. 17 betroffene Personen hatten die Diagnose
Generalisierte Epilepsie mit Fieberkrampfen Plus (GEFS™, englisches Akronym
fur Generalized Epilepsy with Febrile Seizure Plus) (Abbildung 4, Seite 27).
Detaillierte klinische Angaben waren fur funf Patienten nicht verfligbar, die nicht
klassifizierbare Ph&notypen zeigten. Sechs Personen (11-3, 11-9, IlI-6, I1I-8 11I-14
und 1V-1) hatten Fieberkrampfe, die lber das sechste Lebensjahr hinaus
persistierten (11-3) oder von afebrilen generalisierten tonisch-klonischen Anfallen
begleitet wurden. Dieser Phanotyp, der in diesem Stammbaum am haufigsten
auftrat, wird als Fieberkrampfe Plus (FK*) bezeichnet. Drei Personen (111-10, IlI-
26 und 111-38) hatten nur bis zum 6. Lebensjahr Fieberkrampfe. Die Personen II-
5, I1I-11 und 111-15 hatten FK* und zusatzlich Absencen. Die Absencen traten bei
diesen Patienten wahrend der Adoleszenz auf und waren selten. Person 111-17
hatte einen einzigen Fieberkrampf im Alter von zwei Jahren und zeigte im Alter
von 15 Jahren generalisierte tonisch-klonische Krampfe und vereinzelte
myoklonische Krampfe, die nicht in der Aufwachphase auftraten und eine
Verschlechterung nach Einnahme von Carbamazepin zeigten. Dieser Phanotyp
wurde als FK* und myoklonische Krampfe klassifiziert. Drei Personen (II-7, 11-13
und 11I-27) hatten generalisierte Krampfe im Kindesalter und keine
Fieberkrampfe. Person II-7 hatte im Alter von acht Jahren héufige generalisierte
tonisch-klonische Krampfe, die von Absencen und oralen Automatismen gefolgt
wurden. Person 111-18 hatte einfache fokale Krampfe mit psychischen
Phanomenen und autonomen Symptomen (Empfindungen von ,déja-vu“ und
Panik, aufsteigende epigastrische Sensationen), komplex-fokalen Anféllen und
gelegentlich folgenden generalisiert tonisch-klonischen Anféllen. Die Anfélle

standen in keinem Zusammenhang mit Fieber. Dieser Patient zeigte temporale
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Spikes und Spike-Waves im Elektroenzephalogramm und
Temporallappenepilepsie wurde diagnostiziert. Mittels
Magnetresonanztomografie wurde Hippokampussklerose ausgeschlossen.
Genauere Angaben Uber die Epilepsien von finf Personen (I-2, 11-17, 111-3, 111-30
und IV-5) waren nicht verfigbar, sodass keine Klassifizierung des Phanotyps
maoglich ist. Bis auf drei waren alle Patienten in der neurologischen
Untersuchung unauffallig. Diese drei Patienten zeigten eine mentale
Retardierung: Patient IlI-3 litt an kongenitalem Hypothyroidismus, Patient 111-30
und IV-5 erlitt Hypoxie bei der Geburt. Elektroenzephalogramme aus der
interiktalen Phase waren von 14 Patienten verfiigbar, davon waren sieben
normal, funf mit unregelmégigen generalisierten Spike-Waves oder Polyspike-
Waves und einer mit temporalen Spikes. Kernspintomografien des Schéadels

von acht erkrankten Personen waren ohne pathologischen Befund.
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| Fieberkrampfe Plus O Epilepsie mit nur generalisierten tonisch-klonischen Krampfen

B Fieberkrampfe B Epilepsie mit generalisten tonisch-klonischen Krampfen und Absencen
[ | Fieberkrampfe Plus und Absencen [ | Temporallappenepilepsie
O Unklassifizierbare Phanotypen [] Fieberkrampfe Plus und myoklonische Anfalle
X Mutation N1735K + SUDEP
1 2

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13| 1415 16 17 18 I
X X X X X

|J__| ‘ 10fu1 | 41 1|2J__|1? 14'15‘16(517 42 18| 43 19] 44 7%21(5 22&'23&;%5(5%‘27&2% 29[ 30| 21 37|J_'|3:|ﬂ_‘| 34 35 2%3%38 39 -

H Rt KX XK M X X X X
7% v

Abbildung 4: Stammbaum der 1. Familie
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Tabelle 5: Zusammenfassung klinischer Daten der Betroffenen der 1. Familie

Geschlecht / Fieber- Afebrile Anfallsart Neurologische | EEG MRT / Epilepsie-
Alter krampfe | Krampfe Untersuchung CT phéanotyp

I-3 W/61J 6/71J keine

I-7 W /56 J keine 8J/- GTKA, Abs n

11-13 M/T62J keine 2314773 EGTKA

-3 W/28J keine 103/ - GTKA, Abs r

W /33J 3J/6J 3J/- GTKA
N O
JIEEES W /29 ] 13/? <1J/- GTKA, Abs r GSW n FK+
und Abs
W we e e o n o me
JIEET W /22 ] 6J/6J 16J/ - GTKA, Abs n RTSW n FK+
und Abs
--------
III ikl W /397 keine 3J/301J EFK, KFA n RTSW -
--------
A8 M /24 ] keine 5J3/181J EGTKA
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111-38

V-1

IV-5

W/22J 1J3/31J keine - n - - FK
W/4J 13/- 3J/- GTKA n - - FK+
M/12J keine 2J/6J GTKA, Abs n - - n.k.

Abs, Absencen; EEG, Elektroenzephalogramm; EFK, einfache fokale Krampfe; EGTKA, Epilepsie mit nur
generalisierten tonisch-klonischen Anféllen; FK, Fieberkrampfe; FK+, Fieberkrampfe Plus; FSWD, fokale
Spike-und-Wave-Entladungen; GEA, generalisierte Epilepsie mit Absencen; GTKA, generalisierte tonisch-
klonische Anfalle; GSW, generalisierte Spike-und-Wave-Entladungen; J, Jahre; KFA, komplexe fokale
Anféalle; M, mannlich; Mo, Monat; MRT/CT, Magnetresonanztomographie/Computertomographie des
Schédels; Myo, myoklonische Anfélle; n, normal; n.k., nicht klassifizierbar; r, mental retardiert; RTSW,
rechts temporale Spike-und-Wave-Entladungen; TLE, Temporallappenepilepsie; t, verstorben
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1.4.1.2 SUDEP-Falle und -Rate

Vier Personen sind an einem plotzlichem Tod verstorben: Individuen 11-13, 11-17
und 111-10 waren an Epilepsie erkrankt, Person I111-9 war nicht an Epilepsie
erkrankt. Person 11-13 verstarb pl6tzlich im Alter von 62 Jahren, als er alleine
auf dem Sofa sal3. Es gab keine sekundéaren Hinweise flr einen assoziierten
epileptischen Anfall. Person 11-17 verstarb im Alter von 38 Jahren plétzlich im
hauslichen Umfeld. Der Tod war unbeobachtet und es gab keinen Anhalt fir ein
Anfallsereignis. Eine Herz-Kreislauferkrankung war bei diesem Patienten nicht
bekannt und die Autopsie erbrachte keine Todesursache. Person 11I-10 hatte
mehrere Episoden von Fieberkrampfen und starb unerwartet im Schlaf im Alter
von zwei Jahren. Person IlI-9 verstarb unerwartet im Schlaf im Alter von zwei
Jahren. Es wird berichtet, dass er am Tag zuvor Fieber hatte, das auf einen
ersten unbeobachteten nachtlichen Fieberkrampf hindeuten kénnte. Insgesamt
wurden 397 Patientenjahre Fieberkrampfe und / oder Epilepsie und vier Félle
von plétzlichem Tod beobachtet. Die Rate fur plétzlichen Tod war 7,5 — 10 pro
1000 Patientenjahre.

1.4.1.3 Herzuntersuchungen

Eine komplette kardiologische Untersuchung wurde an vier an Epilepsie
erkrankten Patienten (II-3, 111-11, 11I-14 und 11I-17) und an drei Verwandten als
Kontrollgruppe (llI-7, 111-12 und 111-16) durchgefuhrt. Es wurden keine

Herzerkrankungen festgestellt.
1.1.1.1 Genetische Daten

Die genetischen Untersuchungen wurden in einem molekulargenetischen Labor
in Auftrag unserer spanischen Kollaborationspartner durchgefiihrt. Die initiale
Screening-Untersuchung ergab keine Mutationen in der y2-Untereinheit des
GABAAa-Rezeptors bei vier erkrankten Familienmitgliedern (11-3, 11-7, 11-9 und II-
13).
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Bei denselben vier erkrankten Familienmitgliedern ergab die Sequenzierung der
kodierenden Region fur das SCN1A-Gen (lI-3, 1I-7, 11-9 und 1I-13) eine neue
heterozygote Mutation ¢.5172 C->G (Abbildung 5, unten).

5161 ACAACCTCTGCTGGCTGGGATGGATTGCTAGCACCCATTCTCAACAGTAAGCCACCCGAC
5161 ACAACCTCTGCTGGCTGGGATGGATTGCTAGCACCCATTCTCAAJAGTAAGCCACCCGAC
1721 -T--T--S--A--G--W--D--G--T,-—L—-A--P--T--L—-}--S--K--P--P--D-

5221 TGTGACCCTAATAAAGTTAACCCTGGAAGCTCAGTTAAGGGAGACTGTGGGAACCCATCT
5221 TGTGACCCTAATAAAGTTAACCCTGGAAGCTCAGTTAAGGGAGACTGTGGGAACCCATCT
1741 -C--D--P--N--K--V--N--P--G--S-=S--V-=-K-=G--D--C-=G--N--P--5-

Abbildung 5: Sequenz des SCN1A-Gens mit der neuen heterozygoten Mutation ¢.5172 C>G

Diese Mutation fuhrte zur Substitution von Lysin anstelle von Aspartat (N1735K)
in der letzten extrazellularen Schleife zwischen der Porenhelix und Segment S6
der Doméne IV des Natriumkanals Navl.l (Abbildung 6, unten). Die
Sequenzierung der Mutation ¢.5172 C->G wurde auch bei allen anderen
Familienmitgliedern durchgefihrt. Die Mutation wurde bei allen getesteten
Personen, aufRer III-3, festgestellt. Die Mutation war auch bei drei
asymptomatischen Familienmitgliedern (I11-19, 111-20 und 11I-21) vorhanden,
wohingegen sie bei 234 Kontroll-Chromosomen und in verfligbaren

Datenbanken nicht nachweisbar war (http://www.molgen.vib-

ua.be/scnlamutations/Mutations/MutBycDNA.cfm).

I v

Il
VOO
+ + + +
S1 SZFS 6 S1|62F3|S4S S6 S1IS2I53) 0] S1 3
+ + + +

NH* COoO

Abbildung 6: N1735K-Mutation in der letzten extrazellularen Schleife zwischen der Porenhelix und
dem Segment 6 der Doméane IV
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1.4.2 Familie 2

1.4.2.1 Epileptologische Daten

Von untersuchten 28 Personen in der 2. Familie litten 12 Personen an
verschiedenen Arten von Epilepsie (Tabelle 6, Seite 33). Finf Personen hatten
eine positive Anamnese fur afebrile Krampfe in ihrer Kindheit, die nicht n&her
klassifizierbar waren (I-1, 11-1, 1I-3, 1I-4 und 11I-1). Drei Personen hatten in ihrer
Kindheit Fieberkrampfe und afebrile generalisierte tonisch-klonische Krampfe,
die als Fieberkrampfe Plus klassifiziert wurden (lllI-2, V-1 und 1V-4). Eine
Person zeigte zunachst Fieberkrampfe im Alter von neun Monaten, hatte einen
hemiklonischen Status epilepticus im Alter von 12 Monaten und drei Jahren,
und entwickelte spater Ataxie und schwere mentale Retardierung, die als
Dravet-Syndrom klassifiziert wurde (IV-2). Person I1I-3 hatte im Alter von zwei
Jahren myoklonisch-astatische Anfélle und haufige Stirze, die am ehesten als
myoklonisch-astatische Epilepsie klassifizierbar war, obwohl jedoch keine
Fieberkrampfe berichtet wurden. Diese Person entwickelte auch Ataxie. Person
[11-9 wurde im Alter von sieben Monaten tot in der Wiege gefunden. Es gab
keine Vorgeschichte mit Anféllen. Person I1lI-7 und IlI-8 zeigten haufige
generalisiert tonisch-klonische Anfélle und wurden als Dravet-Syndrom

klassifiziert, Fieberkrampfe wurden nicht berichtet.
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Tabelle 6: Zusammenfassung klinischer Daten der Betroffenen der 2. Familie

Identitat | Geschlecht/ Krampfe Anfallsart Epilepsie-Phanotyp
Alter Altersbeginn /

Ende

W/87J 5J/1213 GTKA nicht klassifizierbar

Anfalle in der Kindheit

-2 W /58J 15J/38J

-7 M/t6J 2J/613 haufige GTKA Dravet-Syndrom

M/t 7 Mo keine keine

M/33J 1J3/- GTKA Dravet-Syndrom

FK, Fieberkrampfe; FK+, Fieberkrampfe Plus; GTKA, generalisierte tonisch-klonische Anfalle; GSW,
generalisierte Spike-und-Wave-Entladungen; J, Jahre; M, mannlich; Mo, Monat; Myo, myoklonische
Anfalle; t, verstorben
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1.4.2.2 SUDEP-Falle und -Rate

Drei Personen in der 2. Familie sind an pl6tzlichem Tod verstorben. Person IlI-7
verstarb im Alter von sechs Jahren im Krankenhaus wahrend einer Episode von
vielen Anfallen (kein sicherer Status epilepticus). Person III-8 starb zuhause
unter unbekannten Umstanden (die Mutter war alt und hatte Demenz). Person
[11-9 wurde im Alter von sieben Monaten in der Wiege tot aufgefunden, ohne
Krampfe in der Vorgeschichte. Daraus resultierten 163 Patientenjahre an
febrilen / afebrilen Krampfen und eine SUDEP-Rate von 18,4 pro 1000

Patientenjahre. Es lagen keine Herzuntersuchungen vor.
1.4.2.3 Genetische Daten

Die Sequenzierung der kodierenden Region fur das SCN1A-Gen bei Person IV-
2 ergab eine heterozygote Mutation ¢.4280 T—>C, die zur Substitution von
Methionin anstelle von Threonin (M1438T) in der extrazellularen Schleife
zwischen den a-helikalen Segmenten S5 und S6 der Doméne Il des
Natriumkanals Navl.1 fuhrte (Abbildung 7, unten).

M1438T
I I 1 v

s ()
+@+

¥ ¥
1152, 3+ 6 S1S2 S6 S1 2S3+ 6 S11S2[S3

+

NH' COO

Abbildung 7: M1438T-Mutation in der letzten extrazellularen Schleife zwischen den a-helikalen
Segmenten S5 und S6 der Domane Il

Die Mutation ¢.4280 T->C (Abbildung 8, Seite 35) wurde durch Sanger
Sequenzierung auch bei allen anderen erkrankten Familienmitgliedern
gefunden (11-2, 1I-3, 1lI-1, 111-2, 11I-3, IV-1, IV-2 und IV-4) und war nicht zu finden

bei zwei gesunden Familienmitgliedern.
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4261 GGGTATCTCTCTTTGCTTCAAGTTGCCACATTCAAAGGATGGATGGATATAATGTATGCA
4261 GGGTATCTCTCTTTGCTTCAAGTTGCCACATTCARAGGATGGATGGATATAAGTATGCA
1421 =G==Y=-L==S=-L==L==0==V==A-=T==F=-K==G=~W~--M-~D--T~—J|--v--2a-

4321 GCAGTTGATTCCAGAAATGTGGAACTCCAGCCTAAGTATGAAGAAAGTCTGTACATGTAT
4321 GCAGTTGATTCCAGAAATGTGGAACTCCAGCCTAAGTATGAAGAAAGTCTGTACATGTAT
1441 -A--V--D--S--R--N--V--E--L--Q--P--K--Y--E--E--S--L—-Y--M--Y-

Abbildung 8: Sequenz des SCN1A-Gens mit der neuen heterozygoten Mutation ¢.4280 T>C
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1.5 Wissenschaftliche Fragestellung und Ziele der Arbeit

Mutationen im Navl.1 Kanal fihren zur generalisierten Epilepsie mit
Fieberkrampfen Plus (GEFS*) und schweren frihkindlichen myoklonischen
Epilepsie (SMEI, Dravet-Syndrom). In zwei spanischen Familien mit GEFS*
traten gehaufte plotzliche Todesfalle auf. In den Familien wurde jeweils eine de
novo heterozygote Mutation im SCN1A-Gen gefunden, das fur die a-
Untereinheit des spannungsabhangiger Natriumkanals (Navl.1) kodiert. Bisher
ist in der Literatur eine SCN1A-Mutation in einer GEFS* Familie mit zwei Fallen

von SUDEP (sudden unexpected death of epilepsy patients) beschrieben.

In der vorliegenden Dissertationsarbeit wurden die beiden SCN1A-Mutationen
N1735K und M1438T transient in vitro in tsA201-Zellen exprimiert und
elektrophysiologisch ~ analysiert. Beide Mutationen liegen in  der
hochkonservierten und funktionell relevanten Porenregion des humanen Nav1.1
Kanals. Elektrophysiologische Untersuchungen wurden mit der Whole-Cell-

Patch-Clamp-Technik durchgefihrt.
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2 Material und Methodik
2.1 Zellkultur der tsA-Zelllinie

Die tsA201-Zelllinie stammt von einem mit dem ,Simian Vacuolating Virus 40
large T-Antigen“ stabil transfizierten Klon der humanen embryonalen
Nierenzelllinie HEK293. Das Simian Vacuolating Virus 40 T-Antigen bindet an
die ,origin of replication® der viralen, zum Beispiel Zytomegalievirus (CMV),
Promoterregion des Plasmids und initiert somit die Replikation und
Transkription des eingebrachten Plasmids, sodass eine sehr gute transiente
Expression der eingebrachten cDNA stattfindet. Das bedeutet, dass bei der
Transfektion von der gleichen Menge an cDNA mit einem CMV-Promoter in
jeweils tsA201- und naive HEK293-Zellen, die Proteinexpression in tsA-Zellen
deutlich hoher ist (Heinzel et al., 1988). TsA201 ist eine adharent wachsende
Zelllinie. Sie besitzt nur wenige endogene Natriumkanéle und ist daher fur eine
Transfektion mit Natriumkanalen sehr gut geeignet und Messungen von
Natriumstromen mittels der Whole-Cell-Patch-Clamp-Technik sind sehr gut

etabliert.

TsA201-Zellen wurden in 25 ml sterilen Flaschen in 50% Dulbeco’s MEM und
50% HAMS Medium mit 10% FKS (Fetales Kéalberserum) bei 37° Celsius unter
5 Vol.% CO:2 in einem luftbefeuchteten Inkubator kultiviert (Tabelle 7, Seite 38).
Die Zellen wurden dreimal pro Woche vorsichtig mit Ca?* und Mg?* freier PBS
Loésung gewaschen, um den pH-Wert des Mediums zu stabilisieren und die
Verbindung der Zellen untereinander und mit den Gefa3wénden zu ldsen. Die
Uberschissige Puffer-Lésung wurde verworfen und anschlielRend wurden die
Zellen mit neuem Nahrmedium suspendiert. Hierzu wurden die Flaschenwande
mit frischem Medium gespilt und durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren
wurden die Zellklumpen in Suspension gebracht. Die Zellen wurden im
Verhdltnis 1:3 in frisches Medium in sterilen Flaschen Uberfihrt und taglich
mikroskopisch nach Anheftung am Flaschenboden und Wachstum untersucht.

Die Zellen wurden bis zu ihrer 40. Passage fur die Transfektion genutzt.
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Tabelle 7: L6sen und Verdiinnen von tsA201-Zellen

Losen PBS Ca?*(-) und Mg?*(-) | PAA Laboratories, Linz / Osterreich

Verdinnung |1:10

Sterile 5 ml sterile Greiner, Frickenhausen /

Pipette Plastikpipette Deutschland

Nahrmedium | 50% Dulbeco’s MEM GIBCO BRL, Paisley / Schottland
50% HAMS )
PAA Laboratories, Linz / Osterreich
Nahrmedium 10% (v / v) ! ne !

Fetales Kalberserum Lonza, Schweiz

Sterile 25 ml sterile Flaschen Greiner, Frickenhausen /

Flaschen Deutschland

Inkubation 37° Celsius und 5% COz2 | Zellinkubator IG 150, Jouan,

Unterhachingen / Deutschland

2.2 Transiente Transfektion

Die Transfektion ist eine Methode, um fremde DNA in eine eukaryote Zelle
einzubringen. Es gibt stabile und transiente Transfektionsmethoden. Bei der
stabilen Transfektion wird die die aufgenommene DNA in das Genom der Zelle
integriert und damit nicht abgebaut. Bei der transienten Transfektion wird die
DNA nicht in das Genom der Zelle aufgenommen und innerhalb von wenigen
Tagen abgebaut. Weitere Versuche, die geplant sind, missen deshalb in kurzer
Zeit nach der Transfektion erfolgen. Es gibt vielfaltige Transfektionsmethoden,
die sich auch in ihrer Effizienz unterscheiden. Fir diese Arbeit wurde das
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Transfektionsreagenz Mirus TransIT-2020 (Mirus Bio LLC, WI, USA) verwendet.
Laut Hersteller bildet das Reagenz einen Komplex mit der zu transfizierenden
DNA und wird dann in die Zelle transportiert. Dabei wird die DNA in eine weit
verzweigte Struktur aus Dendrimeren eingelagert. Dieser Komplex aus
kationischen Polymeren bindet dann auf Grund seiner positiven Gesamtladung
an Rezeptoren auf der Zelloberflache und wird endosomal von der Zelle
aufgenommen. So wird die DNA in die Zelle geschleust. Der Vorteil der
Reagenzien besteht in einer hohen Effizienz und geringer Toxizitdt gegentber
den Zellen. Es wurde nach den Angaben des Herstellers gearbeitet. Die Zellen
wurden 18 — 24 Stunden vor der Transfektion gesplittet und 2 — 6 x 10° Zellen in
35 mm Schalen uberfuhrt. AnschlieBend wurden die Zellen Uber Nacht im
Brutschrank inkubiert. Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 70 — 80% mit
der jeweiligen Mutation (M1438T oder N1735K) und den beiden B1- und p2-
Untereinheiten transfiziert. Die Plasmid DNA der beiden B-Untereinheiten waren
jeweils mit GFP (Grin fluoreszierendes Protein) oder CD8 (CD8-Rezeptor-
Oberflachenprotein) gekoppelt. Am nachsten Tag wurde kurz vor der
Transfektion das Transfektionsreagenz Mirus auf Zimmertemperatur gebracht.
250 pl Opti-MEM-Medium wurde in ein steriles Eppendorf-Gefald pipettiert.
Zuerst wurden 7,5 ul Mirus-Reagenz hinzugefligt und dabei wurde darauf
geachtet, dass sich das Reagenz nicht mit der GefalBwand berthrt. Nach 5
Minuten wurden 2,5 ug Plasmid DNA der a-Untereinheit und jeweils 0,2 ug der
B-Untereinheiten hinzugefugt und vorsichtig auf- und abpipettiert. Nach
vorsichtigem Auf- und Abpipettieren wurde das Gemisch bei Raumtemperatur
20 min inkubiert. Danach wurde der Mirus-DNA-Komplex trépfchenweise auf
die Zellen in der Schale pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden
wurden die Zellen geerntet und fir die elektrophysiologische Messung
vorbereitet. Durch Kotransfektion der Plasmide fur die a-Untereinheit des
Navl.l Kanals mit B1 gekoppeltem GFP-Plasmid und B2 gekoppeltem CD8-
Plasmid konnten geeignete Zellen fur die Messung identifiziert werden. Zur
Identifikation transfizierter Zellen wurden vor den elektrophysiologischen
Messungen Anti-CD8 umhillte Microbeads (Dynabeads M450, Dynal) in die
Schale pipettiert. Dynabeads sind 4,5 uym grof3 und werden mit Anti-CD8
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umhillt. Dadurch heften sie an der Oberflache der Zellen und machen
immunomagnetisch die transfizierten Zellen mikroskopisch sichtbar. Von einer
guten Transfektion, die die Messung ausreichend grofl3er Strome erlaubte,
konnte ausgegangen werden, wenn die Zellen eine hohe Fluoreszenzintensitat
aufwiesen und zwei bis funf CD8-Dynabeads an der Zellmembran gebunden

hatten.
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2.3 Elektrophysiologie

2.3.1 Das elektrophysiologische Setup und die Durchfiihrung der

Experimente

Der Versuchsaufbau wurde auf einem schwingungsgedampften Tisch und in
einen Faraday-Kafig zur Minimierung von elektromagnetischen Stérungen

installiert.

Ein inverses Mikroskop Axiovert 10 (Zeiss, Germany) mit dem daran befestigten
motorisierten Mikromanipulator (LN Unit Junior, Luigs & Neumann
Feinmechanik und Elektrotechnik GmbH, Germany), der den Pipettenhalter und
Vorverstarker  (Headstage Cv  201) tragt, wurde auf dem
schwingungsgedampften Tisch befestigt. Computer, Steuerungsmodul des
Mikromanipulators, Verstarker und Analog/Digital-Wandler wurden in einem
geschirmten und geerdeten Schrank neben dem eigentlichen Stand

untergebracht.

Auf dem Objekttisch des Mikroskops wurden in eine Aussparung
Gewebekulturschalen eingesetzt. In diesen befanden sich die transient
transfizierten tsA201-Zellen, umgeben von einer Extrazellularlésung. Die mit
Intrazellularlésung beflllte Patchpipette wurde direkt am Vorverstarker
befestigt, ein chlorierter Silberdraht diente hierbei als Messelektrode. Das
Ausgangssignal des Vorverstarkers wurde von einem steuerbaren
Hauptverstarker (Axopatch 200A) weiterverarbeitet und (ber einen
Analog/Digital-Wandler an einen Computer weitergeleitet, auf welchem die
digitalisierten Daten mit der Software Clampex 6.0 (Axon Instruments, Union
City, USA) unter Microsoft Windows (Microsoft Corp. Redmond, USA) erhoben
wurden. Um ein hochfrequentes Rauschen zu unterdriicken, wurden die

ermittelten Strome durch einen 5 kHz-Filter geleitet.

Mit dem Verstarker Axopatch 200B (Molecular Devices, Union City, CA, USA)
wurde Uber die Pipette der Zellmembran ein bestimmtes Potential angelegt,

welches konstant gehalten wurde.
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Nach Ausbildung der Cell-attached-Konfiguration wurden die kapazitiven
Strome kompensiert und das Kommandopotential wurde auf einen Wert in der

Néhe des Ruhemembranpotentials (-70 mV) eingestellt.

Nun wurde am Pipettenschlauch gesaugt, was einen Durchbruch der
Zellmembran bewirkte. Durch das Loch in der Zellmembran erhielt man einen
Zugang zum Inneren der Zelle. Dies ermdglicht eine Messung des
Natriumstroms durch die in der Membran gelegenen Natriumkanéle der
gesamten Zelle. Durch diesen Zugang zum Inneren der Zelle findet ein
Auswaschen des Zellinhalts (Zytoplasma) mit der Pipettenlésung (siehe 2.3.4,
Seite 45) statt.

Die Stromantwort auf den Testpuls anderte sich nach dem Durchbruch der
Zellmembran schlagartig, denn statt des Patches musste jetzt bei der
Spannungsanderung die gesamte Flache der Zellmembran umgeladen werden
(Abbildung 9, Seite 43). Es nahmen also die kapazitiven Ladestréme zu.
Gleichzeitig nahm der Strom zu, der nach dem Umladen bei dem
Spannungssprung fur die Aufrechterhaltung des um 10 mV erhéhten Potentials
benottigt wurde. Denn die groRe Membranflache hatte einen geringeren
Widerstand (R) als der kleine Patch, sodass gemal AU = Al x R der
Offsetstrom Iofiset zunahm. AnschlieBend optimierte man die Ableitung noch,
indem man den Serienwiderstand (Rserie) reduzierte, und die Kompensationen

fur Kapazitat Cm und Serienwiderstand aktivierte.
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I Rm .
time

Abbildung 9: Stromantwort bei der Ganzzellableitung (Molleman, 2003b)

Irm ist der Offsetstrom; Rseries ist der Serienwiderstand; Cm ist die Membrankapazitat; current response ist

die Stromantwort

2.3.2 Die Ganzzellableitung

Die Ganzzellableitung ist heute wohl die am haufigsten verwendete Methode
der Patch-Clamp-Technik. Bei den Experimenten dieser Arbeit kam
ausschlief3lich diese Whole-Cell-Konfiguration zur Anwendung (Abbildung 10,
Seite 44). Sie unterscheidet sich von anderen Konfigurationen, indem sie die
gesamte Membran einer Zelle erfasst, nicht nur den Bereich unter der

Pipettenmindung.

Hierzu wurde eine feine Glaspipette mit einem Spitzendurchmesser von etwa 1
pm unter mikroskopischer Sicht an die Membran einer Zelle herangefuhrt und
aufgesetzt. Durch die vorsichtige Erzeugung eines leichten Unterdrucks in der
Pipette wurde nun die Zellmembran an die Pipettenspitze angesaugt, wobei ein
hoher elektrischer Abdichtwiderstand von mehreren Gigaohm aufgebaut wurde.
Fur die Messungen in dieser Arbeit wurde ein Abdichtungswiderstand von >1
GQ erzeugt. Dieser hohe Abdichtwiderstand zwischen Zellmembran und Pipette
wird Gigaseal genannt. Vorteil des Gigaseal ist, dass der Leckstrom, welcher
durch die Verletzung der Zellmembran entsteht, auf eine nicht nennenswerte

Grofe reduziert wird. Eine glatte Zelloberflache, saubere Pipetten sowie die
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Verwendung gefilterter Losungen sind Grundvoraussetzungen fir das Erzielen

eines hohen Gigaseal.

R_ feedback

<

Membranpotential
amplifm/ 4

DV

command voltage

/

(holding potential) ] pipette
/ electrode
bath solution bath _L /
electrode

micropipette

........
................
3 "

Abbildung 10: Die Whole-Cell-Konfiguration nach Molleman (2003a)

Der Verstarker (amplifier) besteht aus einem Operationsverstarker (OPV) mit einem
Rickkopplungswiderstand (Rreedback), der das Membranpotential so lange &ndert bis es zu einem Ausgleich
zwischen Membranpotential und Kommandopotential (command voltage) kommt. Der dazu bendétigte
Strom wird am Strom-Monitor (output) des Differenzverstarkers (DV) gemessen.

2.3.3 Herstellung von Glas-Patchpipetten und Ag/AgCl-Elektroden

Fur die Herstellung der Mikropipetten wurden Kapillaren aus Borosilikatglas mit
Filament mit einem Aullendurchmesser von 1,5 mm und einem
Innendurchmesser von 1,17 mm verwendet (Science Products, Hofheim,
Deutschland). Die Pipetten wurden jeweils kurz vor dem Experiment mit einem
horizontalen Mikroelektrodenpuller (DMZ Universal Puller, Zeitz Instrumente,
Augsburg, Deutschland) hergestellt. Die Glaskapillare wird unter Zug im Lumen

einer mit definierten elektrischen Stromen durchflossenen Wendel in zwei
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Patchpipetten getrennt. Die Pipetten wurden luftfrei von hinten mit der
Intrazellularlésung (Pipettenldsung) befillt. Bei den vorliegenden Experimenten
hatten die Pipetten beim Eintauchen in die Badlésung einen elektrischen
Widerstand zwischen 1 und 2 MQ. Jede Pipette wurde nur flr ein einziges

Experiment benutzt.

Um Ag/AgCI-Elektroden zu erhalten, wurden Silberdrahte (I =5 cm, d = 300 pm,
Science Products, Hoffheim, Deutschland) in Hypochlorid-Lésung chloridiert.
Hierzu wurden die Silberdrahte fur ca. 30 min. in eine Chloridldsung getaucht
bis sich eine graue, dunkle Beschichtung entwickelte. Diese wurden in die
Pipettenhalter eingespannt. Die mit Intrazellularlosung befillten Pipetten
wurden so in den Pipettenhaltern fixiert, dass die Ag/AgCl-Elektroden in die
Lésung eintauchten. Die Elektroden wurden wéahrend des Experiments auf ihre
Beschichtung hin uUberprift und ggf. erneut chloriert, um ein konstantes
Pipettenpotential zu erzeugen.

2.3.4 Herstellung von Pipetten- und Badlésung

Fir die Herstellung der Pipetten- und Badlosung wurden Reagenzien von

Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Germany) verwendet.

Die Pipettenlosung fur die Ganzzellableitung von tsA201-Zellen enthielt 105
mM CsF, 35 mM NaCl, 10 mM EGTA, 10 mM HEPES, pH =7,4.

Die Badlosung enthielt 150 mM NaCl, 2 mM KCI, 1,5 mM CaClz, 1 mM MgClz,
10 mM HEPES, pH = 7,4. Der pH-Wert wurde auf 7,4 mit CsOH titriert.
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2.4 Analyse der Patch-Clamp-Daten
2.4.1 Strom-Spannungs-Kurve

Beim Aktionspotential werden bestimmte spannungsabhangige lonenkanéle
durch Depolarisation gedffnet und mit einer gewissen Verzégerung inaktiviert.
Nach Wiederherstellung des negativen Ruhemembranpotentials gehen die

Kanéle dann erneut in den aktivierbaren Zustand Uber.

Die Aktivierung der spannungsabhangigen Natriumkanéle erfolgte durch
depolarisierende Spannungsspriinge. Ausgehend von einem Haltepotential von
-140 mV wurde das Membranpotential fur kurze Zeit erhdht, sodass
Natriumkanéle o6ffneten und Na* entlang eines elektrischen und chemischen
Gradienten in die Zelle einstromte. Die Spannungsspriinge waren jeweils 25 ms
lang und erhéhten sich mit jedem Durchgang um 7,5 mV. Insgesamt wurde die
Zellmembran im Bereich von -105 bis +67,5 mV also 23 mal depolarisiert
(Abbildung 11, unten).

’7////(" 1nA

25 ms

67.5 mV

-105 mV
-140 mV - — -140 mV

Abbildung 11: Aktivierung spannungsabhangiger Natriumkanale. Oben: Stromantwort, unten:
vorgegebene Spannung.
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Die Depolarisation bewirkte Einwartsstrome (negatives Vorzeichen, Auslenkung
nach unten), die nach Erreichen einer maximalen Amplitude wieder kleiner
wurden (Abbildung 11, Seite 46). Bei Spannungen positiver als das Nernst-
Potential fur Na* kehrten die Strome ihre Richtung um und werden als
Auswartsstrome (positives Vorzeichen, Auslenkung nach oben) dargestellt. Das

Nernst-Gleichgewichts-Potential fir Natrium liegt bei +70 mV.
2.4.2 Die spannungsabhangige Aktivierung

Die spannungsabhangige Aktivierung beschreibt den Zusammenhang zwischen
der Membranspannung V und der Leitfahigkeit g der Natriumkanale. Die

Leitfahigkeit fur Na* (g,.+) wurde wie folgt berechnet:

I -+

Na

I+ steht fir den Strom, der bei einem vorgegebenen Potential V' gemessen
wurde. V.., ist das Umkehrpotential, das anhand der I-V-Kurve bestimmt wurde.
Nach Auftragen der Leitfahigkeit g, gegen die Spannung V, zeigten die
Datenpunkte einen annahernd sigmoiden Verlauf. Dieser wurde durch eine

Boltzmann-Funktion beschrieben:

g max

1+ exp ( V;::/)

Gt V) =

Die Leitfahigkeitswerte g, - wurden auf den Maximalwert g,,,, normiert. ki ist
ein Mal3 fur die Steilheit der Kurve, d. h. flir die Spannungsabhangigkeit der
Aktivierung: je steiler die Kurve, desto mehr Natriumkanale waren in dem
Spannungsfenster aktiviert. V4 ist der Wert flr die Spannung, bei der genau die

Halfte der Kanale gedffnet war.
2.4.3 Die spannungsabhangige Inaktivierung

Bei anhaltender Depolarisation schlossen die Natriumkanéle wieder. Nach ihrer

Aktivierung inaktivieren die Natriumkanéle mit einer zeitlichen Verzégerung von
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wenigen Millisekunden. Die Inaktivierung ist zusammen mit dem verzdgerten
Offnen spannungsabhangiger Kaliumkanale wahrend eines Aktionspotentials
fur die Repolarisation der Zellmembran zurick zum Ruhemembranpotential
verantwortlich. Die  Spannungsabhéangigkeit der Inaktivierung  von
Natriumkanélen im Gleichgewichtszustand (steady state) wurde untersucht,
indem die Zelle durch einen konditionierenden Spannungssprung von -170 bis -
27,5 mV in 7,5 mV Schritten depolarisiert wurde. Durch die Spannungsschritte
wurden die Natriumkanale unterschiedlich stark inaktiviert. Die Dauer der
Depolarisation mit 300 ms war lang genug, um den steady state der
Inaktivierung zu erreichen. Anschlie3end wurden Spannungsspringe auf 0 mV
fur 4 ms angelegt, wodurch die Zellmembran auf ein Potential in der Nahe von

Vyear depolarisiert wurde (Abbildung 12, unten).

-20 mV

-27.5 mV

-140 mV

-170 mV

Abbildung 12: Patch Clamp-Protokoll fur die Inaktivierung

Die Amplituden der durch den Sprung nach V,.. erzeugten Natriumstréme
wurden auf den grél3ten Wert I,,,,,, normiert. Nach Auftragen des Quotienten [/
Imax 9€gen die Spannung V des konditionierenden Pulses, erhielt man eine sog.
steady state Inaktivierungskurve mit einem charakteristischen sigmoiden

Verlauf, der durch die Boltzmann-Funktion beschrieben wurde:
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I max

1+ exp(v;:%)

1(V) =

Vy entsprach in diesem Fall der Spannung, bei der die Halfte der
Natriumkanéle inaktiviert waren. Bei einem annahernd physiologischen
Ruhemembranpotential standen nur noch die Halfte der von der Zelle

exprimierten Natriumkanale zur Verfliigung.

Die Zeitkonstante der Inaktivierung 7, kann durch eine Exponentialfunktion 2.

Ordnung beschrieben werden:
1(0) = Af exp|—(t — to)ts| + As exp[—(t —to)Ts 1+ C

Hierbei war der Wert fur die Zeitkonstante der langsamen Inaktivierung z, (tau

slow) klein, sodass die Zeitkonstante 7, (tau fast) der Zeitkonstante fur die

schnelle Inaktivierung t;,, entsprach.
2.4.4 Refraktaritat

Nach einem Aktionspotential schlief3t sich eine Phase der Unerregbarkeit an. In
der absoluten Refraktarzeit sind keine weiteren Aktionspotentiale auslosbar.
Hierauf folgt eine relative Refraktarzeit. Die Erholung (Recovery) beginnt,
sobald das Membranpotential nach Depolarisation wieder den Ruhewert von -
70 mV erreicht. Durch ein Doppelpulsprotokoll wurde der zeitliche Verlauf
gemessen: die Zellmembran wurde zunachst von einem Haltepotential aus von
-140 mV fur 100 ms auf -20 mV hyperpolarisiert (Referenzstrom), um alle
Natriumkanéle zu inaktivieren. Diese erste Depolarisation nach -20 mV
induzierte einen grof3en transienten Natriumstrom (Amplitude A,), der mit der
oben untersuchten Kinetik inaktivierte und als Referenz fur die zweite
Stromamplitude (Amplitude A,) diente. Anschliel3end wurden
Spannungsspringe nach -100 mV durchgefuhrt, die durch variable
Zeitintervalle voneinander getrennt waren, um die spannungsabhangige
Inaktivierung  aufzuheben und die  Funktion der Natriumkanéle

wiederherzustellen. Die darauffolgende zweite Depolarisation (-20 mV) wurde
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nach zunehmenden Zeitintervallen durchgefuhrt. Die Zeitkonstante der
Recovery t,.. fand mit einer anfanglichen Verzégerung statt und konnte durch
eine Exponentialfunktion 2. Ordnung beschrieben werden (t, = delay, C =

offset, ;= Zeitkonstante 1, t, = Zeitkonstante 2):

I1(t) = Ay (1 — exp [— ‘ ;to]) + A, (1 — exp [— %]) +C

50



2.5 Auswertung und statistische Verfahren

Die erhobenen Daten wurden mit dem Software-Programm pCLAMP (Molecular
Devices, USA) aufgezeichnet und mit Origin 6.0 (OriginLab Inc., Northampton,
USA.) und Excel 2010 (Microsoft Corporation, USA) analysiert. Die statistischen
Berechnungen erfolgten durch die Software Graph Pad Prism 6 (GraphPad
Software Inc., San Diego, USA). Die Daten wurden auf Normalverteilung hin
Uberpruft und fur die statistische Auswertung wurde der Student’s t-test
verwendet. Die Anzahl der gewerteten Zellen wird durch ,n“ beziffert. Die Werte
sind als Mittelwerte + Standardfehler (SEM, standard error of the mean)

angegeben. Das Signifikanzniveau ist durch *p < 0,05, *p < 0,01 und ***p <
0,001 dargestellt.
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4 Ergebnisse
4.1 Elektrophysiologische Analyse der Mutation in der 1. Familie

An transient transfizierten tsA201-Zellen wurden durch Depolarisationen,
ausgehend vom Ruhemembranpotential von -140 mV, Natriumstrome
gemessen. N1735K-mutierte lonenkanédle zeigten eine Reduktion der
Stromdichte auf die Halfte im Vergleich zu Wildtyp-Kanélen (Abbildung 13,

unten).

WT SCN1A N1735K

Abbildung 13: Repréasentative Aufzeichnung von Natriumstréme in transfizierten tsA201-Zellen.
Schwarz: SCN1A Wildtyp,; Rot: Mutation N1735K.
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4.1.1 Natriumstromdichte der Zellen

Die spannungsabhéngigen Strromdichten wurden aus dem Quotienten des
gemessenen Maximalstroms und der Zellkapazitat ermittelt (pA/pF), da letztere
proportional zur ZellgroRe ist und die Kapazitat der Zelle als 1 pF/cm?
angenommen wird (Kandel et al., 2000). Da die ZellgroRe proportional zur
Amplitude des gemessenen Stromes einer Zelle ist, wurde als Angabe der

Stromdichte auf die Zellgro3e normiert.

—&— SCN1A-WT
—o— N1735K

-100

-200 -

-300

Stromdichte [pA/Pf]

-400 -

-500

I I I I I
100 80 -60 40 -20 0 20 40 60

Spannung [mV]

Abbildung 14: Stromdichte bei verschiedenen Depolarisationen. Schwarz: SCN1A Wildtyp;
Rot: Mutation N1735K (Farbkodierung in allen folgenden Darstellungen beibehalten).

N1735K-mutierte lonenkanale zeigten eine Reduktion der maximalen
Stromdichte auf ca. ein Drittel (-382,53 + 129,44 vs. -129,38 + 24,53 pA/pF, n =
9) im Vergleich zu Wildtyp-Kanéalen (Abbildung 14, oben; Tabelle 8, Seite 57).
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4.1.2 Aktivierung und Inaktivierung der Natriumkanale

Die steady state Aktivierungskinetik der Natriumkanadle wurde mit einer
Boltzmann-Gleichung gefittet. Die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung und
Inaktivierung zeigten im Vergleich zum Wildtyp keine Veranderung (Abbildung
15, unten). Bei den Messungen des Aktivierungsverhaltens der Natriumkanéle
der transfizierten Zellen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (-42,4 +
1,9 vs. -41,2 £ 2,0 mV, n =10 bzw. 6, p = 0,69) hinsichtlich Vx4 als Wert fir die
Spannung, bei der die Halfte aller Natriumkanale gedffnet ist (Tabelle 8, Seite
57). Bei der Steigung k zeigte sich ein gering signifikanter Unterschied (-5,1 +
0,4 vs. -6.5 + 0,4, n =10 bzw. 6, *p < 0,05) zwischen Wildtyp und Mutation des

transfizierten Natriumkanals (Tabelle 8, Seite 57).
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Abbildung 15: Spannungsabhangigkeit der Natriumstrome bei der steady state Aktivierung
und Inaktivierung.
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Bei den Messungen des Inaktivierungsverhaltens der Natriumkanéale der
transfizierten Zellen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (-77,7 + 1,4
vs. -77,3 + 2,0 mV, n = 8 bzw. 6, p = 0,89) hinsichtlich V als Wert fir die
Spannung, bei der die Halfte aller Natriumkanale inaktivert ist (Abbildung 15,
Seite 54; Tabelle 8, Seite 57). Bei der Steigung k zeigte sich ebenfalls kein
signifikanter Unterschied (5,5 + 0,3 vs. 5,4 + 0.4, n = 6 bzw. 6, p = 0,84)
zwischen Wildtyp und Mutation des transfizierten Natriumkanals (Tabelle 8,
Seite 57).

4.1.3 Zeitkonstante Tau der schnellen Inaktivierung

Um den zeitlichen Verlauf der Inaktivierung der Natriumkanéle zu bestimmen,
wurde die schnelle Zeitkonstante t, bestimmt. Die Kinetik der schnellen
Inaktivierung zeigte im Vergleich zum Wildtyp keinen signifikanten Unterschied
(Abbildung 16, unten; Tabelle 8, Seite 57).
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Abbildung 16: Spannungsabhéngige Zeitkonstante der Inaktivierung.
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4.1.4 Erholung der Natriumkanale ausgehend von einem

Membranpotential von -100 mV

Um die Refraktaritat nach der schnellen Inaktivierung zu bestimmen, wurde die
Erholung von der schnellen Inaktivierung gemessen. Dazu wurden die
Erholungszeiten der Kanale vom Haltepotential von -140 mV ausgehend, nach
immer langer gewahlten Zeitabstdnden, gemessen. Es fand sich eine
signifikante Verlangsamung (3,5 + 0,4 vs. 6,7 + 0,5 ms, n = 7 bzw. 6, ™ <
0.007) im zeitlichen Verlauf der Erholung von der schnellen Inaktivierung
(Abbildung 17, unten; Tabelle 8, Seite 57). Somit zeigt die N1735K-Mutation

einen deutlichen Funktionsverlust (loss of function).
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Abbildung 17: Zeitlicher Verlauf der Erholung der Natriumkanéle von der schnellen
Inaktivierung. ***p < 0.001
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Tabelle 8: Elektrophysiologische Ergebnisse (Mittelwert + Standardfehler) flir die Untereinheiten
o1 Wildtyp + B1 + B2 und ar mit der Mutation N1735K + B1 + B2

n | Wildtyp n | N1735K

Spannungsabhangigkeit
der Aktivierung

. -5’1 i 0’4 H -6’5 i 0’4

Spannungsabhangigkeit
der schnellen
Inaktivierung

Erholung nach der
schnellen Inaktivierung
bei -100 mV

o
J

Zeitkonstante der Tp [ms] 0,2 + 0,01 0,2 + 0,01
Inaktivierung bei 0 mV

Maximale Stromdichte
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4.2 Elektrophysiologische Analyse der Mutation in der 2. Familie

lonenkanéle mit der M1438T-Mutation zeigten sehr kleine Natriumstréme, die
ahnlich den endogenen Stromen in Zellen waren, die nicht transfiziert wurden
(Abbildung 18, unten). Das bedeutet, dass die M1438T-Mutation zu einem
kompletten Funktionsverlust (loss of function) des Natriumkanals fuhrt. Der
gemessene Strom war so klein, dass auf eine weitere Auswertung der

Inaktivierung verzichtet wurde.

WT SCN1A M1438T

1nA 1nA

Abbildung 18: Reprasentative Aufzeichnung von Natriumstréme in transfizierten tsA201-Zellen.
Schwarz: SCN1A Wildtyp,; Blau: Mutation M1438T.
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5 Diskussion

5.1 Beschreibung der klinischen Daten der zwei Familien und der

gefundenen Mutationen

Es handelt sich um zwei spanische Familien mit GEFS* (Generalisierte
genetische Epilepsie mit Fieberkrampfen Plus), eine Erkrankung mit familiarer
Assoziation von Fieberkrampfen und epileptischen Anfallen, die dominant mit
reduzierter Penetranz vererbt wird. Die erste Familie hatte relativ milde
Verlaufsformen von epileptischen Anfallen. Die haufigsten Anfallstypen waren
Fieberkrampfe, FiberkrAmpfe Plus und Fieberkrampfe Plus mit Absencen.
Fokale Anfalle, wie sie bereits in anderen Familien mit GEFS* beschrieben sind,
zeigten sich im Elektroenzephalogramm als temporale Spikes bei drei Personen
und eine Person zeigte eine Temporallappenepilepsie. In der ersten Familie
tauchten keine schweren Phanotypen wie Dravet-Syndrom, myoklonisch-
astatische Epilepsie oder schwer kontrollierbare Epilepsie im Kindesalter mit

generalisierten tonisch-klonischen Anfallen auf.

In der zweiten Familie war das Dravet-Syndrom (Severe myoclonic epilepsy of
infancy, SMEI) die schwerste Verlaufsform. Das Dravet-Syndrom ist die
schwerste Verlaufsform der GEFS*. Weitere Familienmitglieder hatten
Fieberkrampfe oder Fieberkrampfe Plus. In Familien mit Dravet-Syndrom treten

SCN1A-Mutationen haufig de novo auf.

Der pl6tzliche Tod trat in beiden Familien mit einer héheren Inzidenz als in der
Restbevolkerung auf und war auch haufiger als bei anderen Epilepsieformen. In
der 1. Familie starben drei Familienmitglieder unerwartet ohne erkennbare
Todesursache. Zwei der drei Personen hatten eine diagnostizierte Epilepsie.
Eine Person verstarb unbeobachtet im Alter von 38 Jahren im hauslichen
Umfeld. Es gab keine Anzeichen von einem vorausgegangenen
Anfallsgeschehen oder Herz- und Lungenerkrankungen. Auch in der Autopsie

konnte keine Todesursache festgestellt werden. Zwei Familienmitglieder
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verstarben im Alter von zwei Jahren im Schlaf, wobei nur bei einer Person eine

Epilepsieerkrankung zum Zeitpunkt des Todes bekannt war.

In der zweiten Familie starben drei Familienmitglieder unerwartet. Zwei von den
drei Personen hatten eine Phase von wiederholten und haufigen Krampfen und
starben im Alter von sechs und vier Jahren. Die dritte Person hatte keine

bekannte Epilepsie als sie im Alter von sieben Monaten verstarb.

Mit einer Inzidenz von 6 — 18,4 pro 1000 Patientenjahre ist SUDEP in den
beiden untersuchten Familien viel hoher als in der Kohorte der

Epilepsiepatienten.

14 — 20% der Patienten mit Dravet-Syndrom sterben im friihen Kindesalter oder
jungen Erwachsenenalter. Eine haufige Ursache ist SUDEP (Sudden
Unexpected Death in Epilepsy Patients), der pl6tzlich auftretende, unerwartete
Tod bei Epilepsie (Genton et al., 2011, Oguni et al., 2001, Akiyama et al.,
2010).

Hindocha et al. (2008) berichteten erstmalig tGber eine Familie mit GEFS* und
einer identifizierten SCN1A-Mutation, in der zwei Falle von SUDEP auftraten.
Bisher sind nur sehr wenige Falle in der Literatur von SUDEP bei GEFS*-

Patienten beschrieben.

Der Hypothese folgend, dass kardiale Stérungen zu SUDEP fihren koénnten,
wurde die Herzfunktion bei betroffenen und nicht betroffenen Mitgliedern der
ersten Familie evaluiert. Die komplette kardiologische Untersuchung bei vier
betroffenen Personen und drei Kontrollpersonen zeigte keinen Zusammenhang
der SCN1A-Mutation mit einer Herzrhythmusstérung. Daher ist eher davon
auszugehen, dass SUDEP bei diesen Patienten nicht durch eine persistierende

Funktionsstérung bedingt ist.

Insgesamt wurden im Auftrag unserer spanischen Kollaborationspartner in
einem externen Molekulargenetischen Labor Analysen an 46 Personen der
ersten Familie und an 10 Personen der zweiten Familie durchgefiihrt. DNA

wurde aus Leukozyten aus dem peripheren Blut extrahiert. Durch Mangel an
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DNA von den betroffenen Personen, die an SUDEP oder durch plétzlichen Tod
(SUD) verstarben, konnte nicht bewiesen werden, dass sie die Mutation trugen.
Jedoch waren die Stammbaumdaten und die Phanotypen starke Indizien dafr,
dass mindestens vier der sechs plétzlich verstorbenen Personen dieselbe
familiare Mutation trugen. Angenommen, dass die zwei Personen, die nicht an
Epilepsie erkrankt waren, Mutationstrager waren, konnte dies dafur sprechen,
dass der plotzliche Tod in keinem Zusammenhang mit epileptischen Anfallen
steht.

In der ersten Familie wurde bei vier an Epilepsie erkrankten Familienmitgliedern
die kodierende Region fur das SCN1A-Gen sequenziert und eine neue
heterozygote Mutation ¢.5172 C->G gefunden. AnschlieBend wurde die
Sequenzierung auch bei allen anderen Familienmitgliedern durchgefthrt und
bei allen Personen, aul3er bei einer Person, festgestellt. Auch bei nicht an
Epilepsie erkrankten Familienmitgliedern war die Mutation nachweisbar. Diese
Mutation fuhrte zur Substitution von Lysin anstelle von Aspartat (N1735K) in der
letzten extrazellularen Schleife zwischen der Porenhelix und Segment S6 der

Domaéane IV des Natriumkanals Navl.1.

In der zweiten Familie wurde bei einem Familienmitglied eine Sequenzierung
der kodierenden Region fir das SCN1A-Gen durchgefuhrt und eine neue
heterozygote Mutation ¢.4280 T->C gefunden. Diese Mutation war auch bei
allen erkrankten Familienmitgliedern nachweisbar. Diese Mutation flhrte zur
Substitution von Methionin anstelle von Threonin (M1438T) in der
extrazellularen Schleife zwischen den a-helikalen Segmenten S5 und S6 der

Doméne lll des Natriumkanals Nav1.1.
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5.2 Elektrophysiologische Konsequenzen der Mutationen und
Diskussion der Methodik

Fur die elektrophysiologische wurden sowohl der WT als auch die beiden
SCN1A-Mutationen  einzeln in  tsA201-Zellen  Uberexprimiert.  Die
elektrophysiologischen Messungen der Natriumstrome wurden mit Hilfe der
Patch-Clamp-Technik durchgefihrt und die Ergebnisse von WT und Mutationen
miteinander verglichen. In der elektrophysiologischen Analyse der gefundenen
Mutationen zeigte sich in der ersten Familie eine Reduktion der Stromdichte auf
die Halfte im Vergleich zu Wildtyp-Kanélen. Zudem wurde eine signifikante
Verlangsamung bei der Erholung von der schnellen Inaktivierung
aufgezeichnet. Somit zeigte die N1735K-Mutation einen deutlichen
Funktionsverlust (loss of function). In der zweiten Familie zeigte die M1438T-
Mutation nur sehr kleine Natriumstrome und somit einen kompletten loss of

function.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die beiden Mutationen ¢.5172 C>G
und c¢.4280 T->C eine pathophysiologisch relevante Strukturdnderung des
Navl.1l Kanals bewirkte und es dadurch zu einer Abnahme bzw. einem Verlust
der regularen elektrophysiologischen Funktion des Kanals kam. Der
Funktionsverlust der Kandle, die fur den Einwartsstrom der Natriumionen in die
Zelle sorgen, konnte ursachlich fur die familiaren Epilepsiesyndrome und die
gehauften, plotzlichen Todesfélle bei diversen Familienmitgliedern sein.

Die Methode der Patch-Clamp-Technik an tsA-Zellen ist ein etabliertes
Verfahren flr die Untersuchung von Natriumkanalen. Sie stellt jedoch lediglich
ein in vitro Modell fir die physiologische Funktion der mutierten Natriumkanéle
dar. Das Verhalten der lonenkanale wird durch die chemische
Zusammensetzung der Piepetten- und Badlésung, die Osmolaritat, den pH-
Wert, sowie die Temperatur, bei der die Experimente durchgefihrt werden,
beeinflusst. Eine Kontrolle Uber die Zusammensetzung der Intra- und
Extrazellularlosung ist von Vorteil und dient Dbeispielsweise auch

pharmakologischen Untersuchungen. Aber es konnte sich auch als Nachteil
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erweisen, da es beim Offnen der Zelle mit der Pipettenspitze zu einem
Austausch zwischen der Intra- und Extrazellularldésung kommt und Botenstoffe
ausgewaschen werden, die einen Einfluss auf Signalwege der Zelle und

Modulationen der Kanale haben kdnnten.

Eine Expression der Mutationen in Neuronen oder im Mausmodell ist
notwendig, um die molekularen Mechanismen, die zum Funktionsverlust des

Navl1.1 Kanals fuhren, besser zu verstehen.
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5.3 Einordnung der Mutationen in den physiologischen Kontext

Der spannungsabhéngige Natriumkanal Navl.1 kommt in den Zellkdrpern und
Dendriten der Neurone vor (Westenbroek et al., 1989). Mutationen des
kodierenden SCN1A-Gens verursachen GEFS* und das Dravet-Syndrom, wie
sie in den beiden Familien vorkamen. In Familien mit Dravet-Syndrom treten
SCN1A-Mutationen héaufig de novo auf und zeigen Haploinsuffizienz des
Navl.1-lonenkanals, sodass ein kompletter loss of function des lonenkanals
auftritt (Claes et al., 2001).

Loss of function Mutationen, wie die hier untersuchten Mutationen N1735K und
M1438T konnen in unterschiedlichen Hirnarealen die Natriumkanalstrome
reduzieren und die Generierung des Aktionspotentials stéren. Die
Inhibitionswirkung von inhibitorischen Interneuronen kann aufgehoben werden

und es kann durch Hyperexzitabilitdt zu epileptischen Anfallen kommen.

Epileptische Anfalle konnen lebenswichtige Funktionen des Hirnstamms
unterdriicken (Devinsky, 2011). Ein Netz von Nervenzellen, welches das ganze
Hirnstammtegmentum durchzieht, wird Formatio reticularis genannt. Ihre
Hauptaufgabe besteht darin, lebensnotwendige Funktionen wie zum Beispiel
den Schlaf-Wach-Rhythmus oder den Hustenreflex zu koordinieren. In der
Formatio reticularis lassen sich weniger morphologisch, vielmehr funktionell
einzelne Zentren abgrenzen, u.a. das ,Weckzentrum“ (ARAS, aufsteigendes
retikulares aktivierendes System) und das Atemzentrum. Das Atemzentrum
befindet sich hauptsachlich im Bereich der Medulla oblongata und besteht aus
(ventro)lateralen Teilen der Formatio reticularis, dem sog. PraBoétzinger
Komplex. Der PraBo6tzinger Komplex spielt dabei eine essentielle Rolle bei der

Generierung des Atemrhythmus (Abbildung 19, Seite 65).
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Abbildung 19: Schemavon von Garcia et al. (2011) der neurophysiologischen Netzwerke, die an
der Atmung beteiligt sind. Der PraBotzinger Komplex (pre-BotC) spielt mit dem persistierenden
Natriumstrom Inap und dem Kalzium-aktivierten unspezifischen Kationenstrom lcan eine zentrale
Rolle.

Fur den Atemrhythmus spielen zwei Arten von Einwartsstromen, der
persistierende Natriumstrom Inap und der Kalzium-aktivierte unspezifische
Kationenstrom Ican, eine Rolle. Diese lonenstrome steuern die autonome
Schrittmacheraktivitdt in Neuronen des Atemzentrums (Ramirez et al., 2011).
Der persistierende Natriumstrom Inap im PraBotzinger Komplex wird bestimmt
durch die a-Untereinheiten der Nav1.1- und Navl.2-Kanale (Ptak et al., 2005).

Der persistierende Natriumstrom ist verantwortlich fir die Schnappatmung
(Koch et al., 2011). Kinder, die am plétzlichen Sauglingstod versterben, haben

eine normal Atmung (Eupnoe), wohingegen ihre Schnappatmung, die einen
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lebenswichtigen Schutzmechanismus darstellt und ein Aufwachen bewirkt,
gestort ist. In vitro pharmakologische Blockade des persistierenden
Natriumstroms mit Riluzol unterdriickte die Schnappatmung von Mausen (Pena
and Aguileta, 2007). Das weist darauf hin, dass durch loss of function
Mutationen an Natriumkanélen es zu einer gestdrten Schnappatmung kommen

kann.

Es ist unklar, welchen Zusammenhang es zwischen einem Anfallsereignis und
Todesfall gibt. Im Rahmen der MORTEMUS-Studie (Mortality in Epilepsy
Monitoring Unit Study) fanden systematischen retrospektiven Befragungen in
Epilepsie-Monitoring-Einheiten in Europa, Israel, Australien und Neuseeland
statt (Ryvlin et al., 2013)..

Aus Aufzeichnungen von Patienten, die wahrend eines Langzeit-Video-EEG-
Monitoring verstarben, wurden Daten zu allen aufgetretenen Féllen eines Herz-
und Atemstillstands gesammelt, die in diesen Einheiten erhoben worden waren.
Eine Gruppe von Fachleuten Uberpriifte die vorliegenden Daten, die Langzeit-
Video-EEG-Aufzeichnungen und Elektrokardiogramme. Die Falle mit einem

Herz- und Atemstillstand wurden folgendermaf3en unterteilt:
e SUDEP-Todesfall (definitiv oder wahrscheinlich),
e Beinahe-SUDEP (to6dlich oder nicht-tddlich) und
e Nicht-SUDEP.

Es wurden 29 Félle mit einem Herz- und Atemstillstand festgestellt, darunter

waren:
e 16 SUDEP-Todesfalle (14 Falle traten nachts auf),
e 9 Beinahe-SUDEP-Todesfélle und

e 4 Todesfalle aus anderen Ursachen.
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Die vorliegenden Daten der MORTEMUS-Studie fur zehn SUDEP-Todesfalle
zeigten folgendes Muster: Nach einem sekundéren generalisierten tonisch-
klonischen Anfall begannen die Patienten, schnell zu atmen (18 — 50 Atemzilge
pro Minute), und anschlielend kam es innerhalb von drei Minuten zu einer
vorubergehenden oder endgultigen kardiorespiratorischen Dysfunktion; war die
Dysfunktion voribergehend, kam es spater zu einem Rezidiv mit einer
terminalen Apnoe innerhalb von elf Minuten nach dem Ende des Anfalls, gefolgt

von einem Herzstillstand (Ryvlin et al., 2013).

In den meisten SUDEP-Fallen der MORTEMUS-Studie lag Bauchlage vor. Die
Patienten blieben wéahrend des Anfalls und bis zum Tod in derselben
Bauchlage und bewegten sich in keine andere Position. Zusatzlich wird
wahrend eines generalisierten tonisch-klonischen Anfalls die Atmung
angehalten, die in 33% der Falle zur Sauerstoffsattigung des peripheren Blutes
von weniger als 85% fuhrt (Bateman et al., 2008).

Eine andere Mdoglichkeit ist, dass serotonerge Neurone, die im Atemzentrum
und Weckzentrum eine Rolle spielen, betroffen sind. Eine postiktale
Unterdriickung serotonerger Neurone fuhrt bei manchen Epilepsiepatienten zur
Atemdepression und gestortem Aufwachen. Dies kann dazu fuhren, dass
postiktal die Atmung gestort ist und eine reflexartige Lageveradnderung bei
Obstruktion von Mund und Nase, z. B. in Bauchlage, nicht mdglich ist
(Richerson and Buchanan, 2011).

Es gibt indirekte Evidenz dafir, dass kardiogene Mechanismen bei SUDEP eine
Rolle spielen. Manche Epilepsiepatienten zeigen wahrend eines Anfalls
Bradykardie oder sogar Asystolie. Eine retrospektive Analyse von
Elektrokardiogrammen wéahrend 1277 Anfallen bei 69 untersuchten Patienten
zeigte bei funf Patienten iktale Bradykardien in 18% der Anfalle; zwei Patienten
hatten asystolische Episoden (Odier et al., 2009). Eine weitere Studie zeichnete
Elektrokardiogramme mit einem implantierten Rekorder wahrend des Zeitraums
von durchschnittlich 18 Monaten bei 19 Patienten mit refraktérer Epilepsie auf.
Bei vier Patienten wurden Bradykardien oder Asystolien aufgezeichnet, sodass

sie einer Herzschrittmacher-Implantation zugefiihrt werden mussten. Drei dieser
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Episoden traten wahrend eines Anfalls auf (Rugg-Gunn et al., 2004).
Asystolien, die langer als acht Sekunden dauern, treten haufig zusammen mit
diffuser Atonie auf und es kann zu Stiirzen kommen (Winesett et al., 2009). Die
Herzschrittmacher-Implantation  reduziert  Stlrze bei  Patienten  mit
anfallsbegleitender Asystolie und Bradykardie, wenn die Anfélle nicht

anderweitig therapierbar sind (Strzelczyk et al., 2011).

Verlangerte QT-Intervalle wurden in einer Studie von kombinierten
Elektroenzephalogramm-Elektrokardiogramm-Daten aus telemetrischen
Aufzeichnungen bei 12 bis 23% der Patienten erfasst. Verlangerte QT-Intervalle
konnen zu potentiell lebensbedrohlichen ventrikularen Arrhythmien fuhren
(Surges et al., 2010). Diese Studie zeigte, dass Arrhythmien moglicherweise bei
manchen SUDEP-Fallen beteiligt sind. Jedoch fehlt die direkte Evidenz fur die
Mortalitat durch anfallsinduzierte kardiale Arrhythmien. Ein direkter
Zusammenhang zwischen epileptischen Anfallen und kardialen Arrhythmien mit

plétzlichem Herztod ist unbekannt.
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5.4 Ausblick

Mausmodelle, welche die hier beschriebenen Natriumkanalmutationen tragen,
kobnnen dazu beitragen, die Rolle der Mutationen in den verschiedenen
Hirnarealen, wie z. B. dem PraBoétzinger Komplex, fur das Auftreten der
plotzlichen Todesfalle bei GEFS*™ und Dravet-Syndrom zu analysieren. Auch
pharmakologische Wirkungen der Antiepileptika auf das Atemzentrum kénnen

untersucht werden.

Verschiedene Arbeitsgruppen etablierten SCN1A-defiziente Mausmodelle oder
Mausmodelle mit SCN1A-Mutationen. Yu et al. (2006) zeigten, dass Mause mit
homozygoter Mutation und somit komplettem Verlust der Navl.1 Kanale
frihzeitig innerhalb der ersten 4 Lebenswochen verstarben. Bei Mausen mit
heterozygoter loss of function Mutation traten epileptische Anfalle in den frihen
Lebenswochen auf und der Phanotyp des epileptischen Syndroms glich dem
Dravet Syndrom beim Menschen. Die Untersuchungen zeigten, dass reduzierte
Natriumstrome in  GABAergen inhibitorischen Interneuronen  zur
Hyperexzitabilitat fihren und somit Epilepsie bei Patienten mit Dravet Syndrom
verursachen kdonnen. Es wurden auch sporadische Todesfalle der Mause nach
dem 21. Lebenstag beobachtet. Solche Mausmodelle kénnen dazu dienen,
sowohl Pharmakotherapien zu testen als auch die Pathophysiologie des
SUDEP zu untersuchen. Auch beim knock-in Mausmodell fir RX Mutationen
von Ogiwara et al. (2007) wurden friihe sporadische Todesfalle in den ersten
Lebensmonaten  beobachtet. Sie etablierten ein Mausmodell mit dem
Stopcodon R1407X im Exon 21 des SCN1A-Gens. RX Mutationen wurden
bisher bei 3 nicht verwandten Dravet-Syndrom Patienten gefunden (Sugawara
et al., 2002, Fujiwara et al., 2003, Fukuma et al., 2004) und gelten als geeignet
fur Mausmodelle zur Untersuchung des Dravet-Syndroms. Die Expression der
Navl.l Kanéle befindet sich hauptsachlich im Zellkbrper von Neuronen des
Neokortex. Zum weiteren Verstandnis der Funktion der Kanéle kbnnen die
Expression des Kanals in Neuronen verschiedener Hirnareale und
neurophysiologische Untersuchungen am Mausmodell beitragen. Eine derartige

neurophysiologische Untersuchung am Mausmodell mit R1648H Mutation des
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Navl.l Kanals fuhrten Hedrich et al. (2014) durch. Patienten mit dieser
Mutation prasentierten eine grof3e Variabilitat an Krampfen wie Fieberkrampfe,
afebrile Krampfe, generalisierte tonisch-klonsiche Krampfe und Absencen. In
diesem Modell konnte in thalamokortikalen und hippokampalen Hirnschnitten
eine Hyperexzitabilitat festgestellt werden, die dadurch verursacht wird, dass
ein Defekt der Interneuronen die Generierung eines Aktionspotentials
verhindert und die Inhibition verschiedener Netzwerksysteme stért. Durch die

gestorte Inhibition kommt es zur Hyperexzitabilitat und epileptischen Anfallen.

Ein besseres Verstandnis von Risikofaktoren, moéglichen Pathomechanismen
und Effekten der Behandlung flie3en in das Beratungsgespréach zwischen Arzt
und Patient ein. Das SUDEP-Risiko kann nicht patientenindividuell aus
interiktalen Registrierungen des EEG oder anderer physiologischer Parameter
abgeschéatzt werden. Eine eindeutige Indikation zur SUDEP-Aufklarung besteht
bei Patienten mit schwer behandelbarer Epilepsie und Hinweisen fur eine
mangelnde Compliance. Der beste Schutz ist eine Therapieoptimierung mit
dem Ziel einer vollstdndigen Anfallskontrolle. Die Compliance bei der
regelméaligen Medikamenteneinnahme ist ein wichtiger Baustein. Eine weitere
Risikosituation besteht bei Reduktionen oder Absetzversuchen von
Antiepileptika, z. B. im Rahmen einer prachirurgischen Diagnostik. Eine
epilepsiechirurgisch  erzielte  Anfallskontrolle kann auch unter dem
Gesichtspunkt des SUDEP relevant werden. Postoperativ anfallsfreie Patienten
haben ein geringeres SUDEP-Risiko als solche, die nicht anfallsfrei werden
(Sperling et al., 2005).

Eine verbesserte personelle oder apparative Supervision von Patienten
wéahrend Anféllen und das Vermeiden einer Bauchlage und grol3er Bettkissen
konnen wahrscheinlich zu einer Reduktion von apnoebedingten SUDEP-Féllen
beitragen (So, 2006).

Erkenntnisse zeigen, dass es notwendig ist, die Uberwachung in Epilepsie-
Monitoring-Einheiten zu verbessern. Eine Uberwachung der Atmung in diesen
Einheiten ist zu empfehlen und prognostische Parameter muissen durch

klinische Studien untersucht werden.
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6 Zusammenfassung

Mutationen im Navl.1 Kanal fihren zur generalisierten Epilepsie mit
Fieberkrampfen Plus (GEFS*) und schweren frihkindlichen myoklonischen
Epilepsie (SMEI, Dravet-Syndrom). In zwei spanischen Familien mit GEFS*
traten gehaufte plotzliche Todesfalle auf. In den Familien wurde jeweils eine de
novo heterozygote Mutation im SCN1A-Gen gefunden, das fur die a-
Untereinheit des spannungsabhangiger Natriumkanals (Navl.1) kodiert. Bisher
ist in der Literatur eine SCN1A-Mutation in einer GEFS* Familie mit zwei Féllen

von SUDEP (sudden unexpected death of epilepsy patients) beschrieben.

In der vorliegenden Dissertationsarbeit wurden die beiden SCN1A-Mutationen
N1735K und M1438T transient in vitro in tsA201-Zellen exprimiert und
elektrophysiologisch  analysiert. Beide  Mutationen liegen in  der
hochkonservierten und funktionell relevanten Porenregion des humanen Navl1.1
Kanals. Elektrophysiologische Untersuchungen wurden mit der Whole-Cell-

Patch-Clamp-Technik durchgefihrt.

In der elektrophysiologischen Analyse der gefundenen Mutationen zeigte sich in
der ersten Familie eine Reduktion der Stromdichte auf ein Drittel im Vergleich
zu Wildtyp-Kanalen. Zudem wurde eine signifikante Verlangsamung bei der
Erholung von der schnellen Inaktivierung aufgezeichnet. Somit zeigte die
N1735K-Mutation einen deutlichen Funktionsverlust (loss of function). In der
zweiten Familie zeigte die M1438T-Mutation nur sehr kleine Natriumstréme und

somit einen kompletten loss of function.

Wegen fehlender klinischer Evidenz fir potentiell lebensbedrohliche
Herzrhythmusstorungen, muss davon ausgegangen werden, dass die beiden
SCN1A-Mutationen durch andere Pathomechanismen zu SUDEP fihren.
Prinzipiell kbnnen alle Mechanismen, die die Sauerstoffversorgung des Gehirns

oder des Herzens beeintrachtigen, letale Folgen haben.
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Es ist anzunehmen, dass beide neuen SCN1A-Mutationen, die hier
beschrieben wurden, zumindest teilweise fir die plotzlichen Todesfélle in den

jeweiligen Familien mit hereditarer Epilepsie verantwortlich sein kénnten.

Erkenntnisse in der Pathophysiologie sollen dazu beitragen, Risikofaktoren zu
analysieren und Patienten mit erhohtem Risiko zu identifizieren, sodass
PraventivmalBnahmen getroffen werden konnen. Durch Mutationsanalysen
konnen PraventionsmalRnahmen in Familien mit SCN1A-Mutationen getroffen

werden.
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