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1 EINLEITUNG

1.1  Genetische Ursachen frithkindlicher Epilepsien

Der Begriff Epilepsie bezeichnet eine Gruppe unterschiedlicher Erkrankungen des Nervensystems,
welche durch voriibergehende anfallsartige Funktionsstérungen von Nervenzellen im Gehirn entstehen
und sich in Form von pldtzlichen, unwillkiitlichen stereotypen Verhaltens- und Befindungsstérungen
dussern. Epilepsien sind mit einer Privalenz von 3.2-5.5/1000 Kindern eine der hiufigsten
neurologischen Erkrankungen des Kindesalters!. Die Inzidenz ist abhingig vom Lebensalter und im
ersten Lebensjahr am héchsten (60-80/100.000), anschlieBend fillt das Neuauftreten der Anfille bis zum
10. Lebensjaht stetig auf Erwachsenenniveau (30-50/100.000)2. Kindliche Epilepsien weisen ein sehr
breites, heterogenes Spektrum phinotypischer Charakteristika auf und das Erscheinungsbild eines Anfalls
kann von leichten Muskelzuckungen und Bewusstseinsstérungen bis hin zur Verkrampfung des ganzen

Korpers reichen.

Ebenso vielfiltig sind die verschiedenen Ursachen, welche epileptischen Anfillen im Kindesalter zugrunde
liegen kénnen. Zum einen gehen bestimmte Erkrankungen durch strukturelle Verdnderungen im Gehirn
oder metabolische Stérungen mit einem erhShten Risiko fiir epileptische Anfille einher. Beispiele hierfiir
sind zerebrovaskuliren Erkrankungen, kortikale Malformationen, Traumata, die hypoxisch-ischdmische
Enzephalopathie und Infektionen ebenso wie bestimmte Stoffwechselstérungen. Diese Epilepsien werden
nach der Klassifikation der Internationalen Liga gegen Epilepsie (ILAE) im Folgenden als

strukturell/metabolisch (friher: symptomatisch) bezeichnet?.

Zum anderen wurde bereits seit der Antike ein mdéglicher Einfluss erblicher Komponenten bei der
Entstehung von Epilepsien vermutet. Durch William Lennox begriindete, systematische Zwillings- und
Familienstudien haben eine hohe Konkordanz bei monozygoten Zwillingen (40-50%) und eine
verhiltnismiBig hohe familidre Hiufung mit einem ,,recurrence ratio risk (RRR)“ von 2-5 bei erstgradigen
Verwandten ergeben®. Insbesondere in den letzten 20 Jahren haben genetische Faktoren in der Forschung
durch den technischen Fortschritt in der Molekulargenetik verstirkt an Bedeutung gewonnen und wurden
als Ursache zahlreicher Epilepsiesyndrome identifiziert. Mittlerweile geht man davon aus, dass iber die
Hilfte aller Epilepsiefille genetisch bedingt sind. Diese Erkenntnisse spiegeln sich auch in der
Klassifikation wider. Alle Epilepsien, bei denen es sich um das Resultat eines bekannten oder vermuteten
genetischen Defektes handelt und die Anfille das Hauptsymptom der Erkrankung darstellen, werden seit
2010 nach der neuen ILAE-Klassifikation und in dieser Arbeit als genetische Epilepsien bezeichnet
(friher: idiopathisch)3.



Bei den genetisch bedingten Epilepsien unterscheidet man wiederum zwischen monogenen und
polygenen Epilepsieformen. Monogene Epilepsien entstehen durch Mutationen in einzelnen Genen,
welche meist fiir Spannungs- oder Liganden-gebundene Ionenkanile (Kalium-, Natrium-, Chlorid-Kanile)
kodieren und damit die neuronale Exzitabilitit regulieren. Durch den Gendefekt kommt es zu einem
kompletten Funktionsverlust oder einer schwerwiegenden Funktionsstérung, was die Entstehung der
Epilepsie verursacht. Monogene Epilepsien folgen in ihrer Vererbung den einfachen Mendelschen
Vererbungsregeln (autosomal-dominant, autosomal-rezessiv oder X-chromosomal-rezessiv/-dominant).
Bekannte Beispiele hierfiir sind die Benignen Familidren Neugeborenenanfille (BENS), das Dravet-
Syndrom, die Generalisierte Epilepsie mit Fieberkrimpfen plus (GEFS+) und die GLUT7-Defizienz.
Jedoch sind lediglich circa 2% aller genetischen Epilepsien monogen bedingt. Die iiberwiegende Mehrzahl
der polygenen Epilepsien besitzt eine komplexe, multifaktorielle Atiologie aus mehreren
pridisponierenden  genetischen ~ Varianten und  wahrscheinlich auch  bisher  unbekannten

Umweltweinfliissen®.

Da es sich bei einem Teil der genetischen Epilepsien um schwer verlaufende Epilepsien des frithen
Kindesalters mit eingeschrinkter Behandelbarkeit durch antiepileptische Pharmakotherapie handelt,
stellen diese im klinischen Alltag oft eine besondere Herausfordung dar. Die ausgeprigte epileptische
Aktivitit selbst kann zu schwerwiegenden kognitiven Beeintrichtigungen fithren, welche tber das durch
die zugrundeliegende Pathologie zu erwartende Mal} hinausgehen kann und dann als epileptische
Enzephalophathie bezeichnet werden. Ungefihr 30% aller Kinder mit Epilepsie zeigen

Verhaltensauffilligkeiten oder kognitive Beeintrichtigungen’.

Die Erforschung der genetischen Ursachen von Epilepsien des Kindesalters trigt einen wichtigen Teil
dazu bei, die Pathogenese dieser Erkrankungen zu verstehen, unser Wissen iber epileptogene
Mechanismen zu erweitern und eréffnet die Moglichkeit neuer therapeutischer Optionen. Ziel ist es
hierbei, nicht nur die Symptome, sondern den zugrundeliegenden Pathomechanismus spezifisch
behandeln zu kénnen und das Outcome der Patienten zu verbessern. Beispielsweise kénnen inzwischen
die bei BENS involvierten Kaliumkanile mit dem neuen Medikament Retigabin als direkte therapeutische
Zielstruktur genutzt werdenS. Auch zdhlt mittlerweile die ketogene Didt zu einem festen
Therapiebestandteil bei GLUT7-Defizienz’. Beim Dravet-Syndrom wird durch den Einsatz des neuen
Medikamentes Stiripentol (in Kombination mit Valproat und Clobazam) der Funktionsverlust der
inhibitorischen Neuronen im Natriumkanalgen gezielt behandelt’ und das Outcome durch Vermeidung
von Natriumkanalblockern in der antiepileptischen Therapie verbessert. Es ist zu erwarten, dass
genetische Faktoren in Zukunft auch in der Pharmakotherapie in Bezug auf Effizienz, Tolerierbarkeit und
Medikamententoxizitit eine bedeutende Rolle einnehmen werden. So wurden vor kurzem beispielsweise
zwei HLA-Varianten als Risikofaktor fiir Carbamazepin-induzierte unerwiinschte Arzneimittelwirkungen

identifiziert!0.11,



1.2 Vitamin B¢-abhingige Epilepsien: ein Musterbeispiel in der Epilepsiegenetik

Ein beispielhafter Fortschritt in der Epilepsiegenetik wurde auch bei Vitamin Bs-abhingigen Epilepsien
erzielt. Vitamin Bg¢-abhingige Epilepsien sind seltene, neurometabolische Erkrankungen und wurden im
Jahre 1954 erstmals durch Hunt et al. beschrieben!2. Klinisch duflern sich diese Epilepsien
charakteristischerweise als schwere, persistierende Neugeborenenanfille, welche nicht auf gewdhnliche
antikonvulsive Therapie ansprechen, jedoch bei therapeutischer Verabreichung von Vitamin Bg sistieren.
In den Jahren 2005 und 2006 entschliisselten Mills et al. pathogene, autosomal-rezessiv vererbte

Mutationen in den Genen ALLDH7.A7 und PNPO als genetische Ursache dieser Erkrankungen!3:14.

Diese beiden Gene kodieren fiir essentielle Enzyme im Vitamin Bs-Stoffwechsel, deren Dysfunktion zu
einem funktionellen Mangel an aktiviertem Vitamin Bs fihrt. Aktiviertes Vitamin Bg ist als Kofaktor in
tber 140 enzymatischen Reaktionen des kindlichen Gehirns, einschlieflich der Synthese und dem Abbau
von Neurotransmittern, involviert und eine Defizienz verursacht schwere Funktionsstérungen im
Gehirn'>. Auf Basis des entschlisselten Pathomechanismus kann nun eine Behandlung der Patienten
durch lebenslange, medikamentdse Therapie mit dem fehlenden Metabolits — aktiviertem Vitamin Bs —

erfolgen.

1.3  Molekulare und biochemische Pathophysiologie der PNPO- und ALDH7A1-Defizienz

ALDH7AT liegt auf dem langen Arm von Chromosom 5 auf Position 5q23.2 (Abbildung 1a) und PNPO
ist auf dem langen Arm des Chromosom 17 auf Position 17q21.2 lokalisiert (Abbildung 1b).

Abbildung 1 (a) ALLDH7.A7-Gen auf Chromosom 5 und (b) PNPO-Gen auf Chromosom 17
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Abbildungen aus Genetics Home Reference, U.S. National Library of Medicine (http://ght.nlm.nih.gov)



Die Pyridox(am)in-Phosphat-Oxidase (PNPO) ist fir die enzymatische Umwandlung von
phosphoryliertem Pyridoxin und Pyridoxamin zu Pyridoxal-5’-Phosphat (PLP), also aktiviertem Vitamin
Bs, zustindig (Abbildung 2). Eine pathogene Mutation im PNPO-Gen fithrt demzufolge zu einem
absoluten Mangel an PLP und dem klinischen Bild einer Pyridoxal-5"-Phosphat-abhingigen Epilepsie
(PNPO-Defizienz).

ALDH7AT, welches auch als Antiguitin-1 bezeichnet wird, spielt eine entscheidende Rolle im Lysinabbau,
welcher in der Leber tber den Saccharopin-Stoffwechselweg und im Gehirn tiber den Pipecholinsiure-
Stoffwechselweg erfolgt. Durch Mutationen im ALDH7A7-Gen wird die Oxygenierung von a-
Aminoadipin-Semialdehyd (a-AASA) verhindert, sodass diese organische Siure, deren korrespondierende
Schiffsche Base A!-Piperidin-6-Carboxylat (P6C) und die potentiell neurotoxische Pipecholinsdure
akkumulieren. Eine Kondensationsreaktion fithrt zur Formierung eines P6C-PLP Komplexes und freies
PLP wird verdringt's (Abbildung 2). Klinisch wird diese Form der Vitamin Bg-abhingigen Epilepsien als
Pyridoxin-abhingige Epilepsie (PDE) bezeichnet, da es sich zwar pathophysiologisch ebenfalls um eine
PLP-Defizienz handelt, hier jedoch die Genfunktion von PNPO intakt ist und somit die Verabreichung

von Pyridoxin therapeutisch ausreichend ist.

Abbildung 2 Biochemische Pathophysiologie der PNPO- und ALDH7.A7- Defizienz
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1.4  Breites phinotypisches Spektrum Vitamin Be-abhingiger Epilepsien

Das phinotypische Spektrum Vitamin Bs-abhingiger Epilepsien ist sehr breit (Tabelle 1). Im Falle von
PDE sind in den letzten Jahren bei circa einem Drittel der Patienten zahlreiche atypische Phinotypen in
der Literatur beschrieben worden!”. Mit bisher weniger als 50 beschriebenen Patienten ist die PNPO-
Defizienz im Vergleich zu PDE die wahrscheinlich viel seltenere Form der Vitamin Bs-abhingigen
Epilepsien. Nichtsdestotrotz sind auch bei PNPO-Defizienz atypische Merkmale hiufig und kénnen zu

einer Verzogerung die Diagnosestellung fithren.

Bei Vitamin Bg¢-abhingigen Epilepsien kénnen unterschiedliche Anfallsarten auftreten, sodass diese relativ
wenig Aufschluss tiber die Genese der Epilepsie geben. Das klassische Bild ist gekennzeichnet durch
prolongierte generalisierte Anfille und wiederholte Status epileptici, aber auch myoklonische, atonische
und fokale Anfille sowie infantile Spasmen kommen vor!s. Typischerweise treten die Anfille erstmals im
Neugeborenenalter oder bereits intrauterin auf, was sich als verstirkte fetale Bewegungen im Mutterleib
duBlern kann. Jedoch sind auch deutlich spitere Erstmanifestationen mit einem Anfallsbeginn bis zum
finften Lebensmonat bei PNPO-Defizienz und sogar bis zum dritten Lebensjahr bei PDE beschrieben
worden!92021, Circa ein Drittel aller PDE-Patienten und mehr als die Hilfte aller Patienten mit PNPO-
Defizienz sind Frihgeborene, bei denen eine Geburtsanamnese mit fetalem Distress mit niedrigen Apgar-
Werten vorliegt??23. Dies kann dazu fithren, dass primir eine perinatale Asphyxie als Anfallsursache
vermutet wird. Zudem ist PLP an Enzymreaktionen zur Aktivierung der Glykogenolyse beteiligt?4, sodass
bei Neugeborenen auch Hypoglykimien und Stoffwechselentgleisungen mit metabolischer Azidose
beobachtet werden. Im Rahmen der epileptischen Enzephalopathie zeigen die Patienten héufig assoziierte
neurologische Verdnderungen und paroxysmale Begleitsymptome wie abnormale Augen- und
Mundbewegungen, Tremor, vegetative Symptome, Muskelhypotonie, Grimmassieren und gesteigerte

Trritabilitat2s.

Elektroenzephalographisch sind in vorangegangen Studien diverse unspezifische Abnormalititen
beschrieben worden. Besonders charakteristisch ist sowohl bei PDE als auch bei PNPO-Defizienz das
Burst Suppression-Muster als Ausdruck der schweren funktionellen Hirnschidigung. Fokale, multifokale
Spikes und/oder Polyspikes, generalisierte Spike-Wave-Entladungen und Hypsarrythmie, aber auch
unauffillige Befunde wurden in Einzelfillen dokumentiert?>. Die Reversibilitdt der kortikalen Dysfunktion
unterstreicht die Normalisierung des Elektroenzephalogramms (EEGs) nach therapeutischer Gabe von
Vitamin Be. Bildgebende Befunde kénnen ebenfalls von normal bis schwer pathologisch reichen2. MR-
morphologisch sind strukturelle Anomalien wie Hypoplasie des Corpus callosum, vergréBerte Cisterna
magna, Hypo- und Demyelinisierung, Hyperintensitit der Basalganglien und globale Atrophie zu finden.
Komorbidititen wie Hirnfehlbildungen, Hydrozephalus und intrakranielle Blutungen kénnen parallel

bestehen und die Diagnosestellung zusitzlich erschweren?2.



Bisher galten als klassische klinische Diagnosekriterien das fehlende Ansprechen auf konventionelle
Behandlung mit Antiepileptika und sofortiges Sistieren der Anfille durch therapeutische Gabe von
Pyridoxin im Falle von PDE und PLP im Falle von PNPO-Defizienz. Jedoch zeigten in einer aktuellen
Studie von Mills mehr als 38% aller PDE-Patienten ein partielles Ansprechen auf konventionelle
Antiepileptika?2.  Ebenso  war das klinische Ansprechen auf Pyridoxin aufgrund von
Medikamenteninteraktionen, Infektionen oder Elektrolytentgleisungen nicht in allen Fillen
offensichtlich?2. Auch bei PNPO-Defizienz ist in den letzten Jahren tber zahlreiche Ausnahmen berichtet
worden, bei denen Patienten partiell auf Antiepileptika und Pyridoxin ansprachen!®. In einer weiteren
Studie von Mills verschlechterte sich bei drei von acht Patienten die Anfallssituation deutlich, nachdem
die initiale Behandlung mit Pyridoxin nach genetischer Diagnosestellung auf PLP umgestellt wurde?.
Ussichlich hierfiir kénnten bestimmte PNPO-Genotypen (beispielsweise p.R225H/C und p.D33V) sein,
bei welchen die Inhibitionsfunktion von PNPO auf zu hohe PLP-Spiegel gestort ist und es dadurch zu

einem Risiko von toxischen Konzentrationen kommt.

Tabelle 1 Klassische und atypische phinotypische Merkmale Vitamin-Bg-abhingiger Epilepsien

Klassisch Atypisch
Hiufiekeit PDE: 1:20 000 — 1:730 000
igkei
antigxe PNPO: <50 beschriebene Fille
Krankheits- Im N b lter. teils intrauters PDE: bis zum 3. Lebensjahr
r, teils intrauterin
beginn N eugeborenenaiet, tefls intraute PNPO: bis zum 5. Lebensmonat
Anfallstypen - prolongi?rte Anfalle mit S.tatus epilfa.ptici - ?tonithe und fokale Anfille
- generalisierte (myo-) klonische Anfille - infantile Spasmen
EEG - Burst-Suppression-Muster - Generalisierte Verlangsamung
- Normalisierung nach PN- oder PLP-Gabe | - unauffillige Befunde
Zusitzlich Friuhgeburtlichkeit, fetaler Dist
usatzliche ™ ge“ur chielt, .e 2 el? 1.s.r?ss, Pathologische bildgebende Befunde
Merkmale muskuldre Hypotonie, Irritabilitit
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. - Sofortiges Sistieten dutch PN bzw. PLP niallspersistenz trots ) / ?
Therapie Kein A h £ AED - Ansprechen auf PN bei PNPO
- kein Anspr n au
€ sprechena - partielles Ansprechen auf AED
Unbehandelt schwere Entwicklungsverzégerung und hohe Letalitit,
Prognose s . o
durch frithzeitige Therapie gutes Outcome méglich

PDE=Pyridoxin-abhingige Epilepsie, PNPO=PNPO-Defizienz, AED=Antiepileptika, PN=Pyridoxin,
PLP= Pyridoxal-5>-Phosphat



1.5  Fragestellung und Ziel dieser Studie

Aufgrund des breiten phinotypischen Spektrums von PDE und PNPO-Defizienz besteht im klinischen
Alltag hiufig eine allgemeine Unsicherheit, in welche Fillen Vitamin Bg-abhingige Epilepsien als Ursache
frihkindlicher Epilepsien differentialdiagnostisch in Betracht gezogen werden sollten. Klinisch geben
weder Anfallsarten noch -beginn einen Hinweis auf die Ursache der Epilepsie; bildgebende und
elektroenzephalographische Befunde sind unspezifisch. Bei Patienten mit einem Anfallsbeginn nach dem
Neugeborenenalter, mit Komorbititen, einer auffilligen Geburtsanamnese oder partiellem Ansprechen
auf Antiepileptika unterbleibt hdufig ein Behandlungsversuch. Auch ein initial nicht offensichtliches
Ansprechen auf Pyridoxin oder PLP kann zum vorzeitigen Abbruch des Therapieversuches fiithren, da
keine standardisierten Therapieempfehlungen zu Dosierung und Behandlungsdauer existieren.
Insbesondere Patienten mit atypischen Merkmalen werden durch die klassischen klinischen
Diagnosckriterien nicht erfasst. Daher sind Vitamin Bg-abhingige Epilepsien wahrscheinlich
unterdiagnostiziert?’” und hinter ungeklirten Epilepsieformen kénnen sich “versteckte” Vitamin Be-

Defizienzen verbergen.

Ziel dieser Studie war es, die Hiufigkeit von Vitamin Be-Defizienzen unter Patienten mit itiologisch
ungeklirten Epilepsien beginnend in den ersten 18 Lebensmonaten zu ermitteln. Das phéinotypische
Spektrum Vitamin Bs-abhingiger Epilepsien sollte genauer charakterisiert und ein diagnostischer und
therapeutischer Leitfaden erstellt werden, um alle Patienten zu erfassen und frihestmdglich zu
therapieren. Dies ist von besonderer Relevanz, da Pyridoxin und PLP die einzigen spezifischen
Behandlungsméglichkeiten dieser schweren angeborenen Epilepsien sind und es bei unbehandelten
Patienten zu mentaler Retardierung, globaler Entwicklungsverzégerung und frithem Versterben kommen
kann. Eine frihstmogliche Therapie hat demzufolge entscheidenden Einfluss auf das Outcome der
Patienten. Exemplarisch wird im Folgenden die potentielle Behandelbarkeit dieser Epilepsien mit der
Fallvorstellung eines Patienten mit PNPO-Defizienz demonstriert, welcher durch frithzeitige Therapie mit

PLP ab der Neonatalperiode eine normale psychomotorische Entwicklung zeigte.



2 MATERIAL UND METHODEN

2.1  Studientyp und -design

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine retrospektive Querschnittsstudie, in der die Privalenz
von Vitamin Bg-abhingigen Epilepsien in einer Kohorte von 113 Patienten mit dtiologisch ungeklirten
Epilepsien untersucht wurde. Alleiniges Einschlusskriterium fiir die Teilnahme an dieser Studie war das
erstmalige Auftreten einer dtiologisch ungeklirten Epilepsie in den ersten 18 Lebensmonaten. Vermutete
symptomatische Atiologien und Komorbidititen stellten ebenso wie das Bestehen definierter Epilepsie-
Syndrome keine Ausschlusskriterien dar. Auch erfolgte die Auswahl der Patienten unabhingig vom

therapeutischen Ansprechen auf Antiepileptika, Pyridoxin und PLP.
Die Patientenkohorte wurde aus drei verschiedenen pidiatrischen Epilepsiezentren rekrutiert:

- Danish Epilepsy Centre Dianalund, Dinemark
- Norddeutsches Epilepsiezentrum Raisdorf-Schwentinental

- Klinik fiir Neuropédiatrie, Universitdtsklinikum Schleswig-Holstein (UKSH), Campus Kiel.

Es erfolgte eine phinotypische Einteilung der gesamten Kohorte nach Anfallsarten, Epilepsie-Syndromen
und morphologischen bildgebenden Befunden. Die dinische Kohorte bestand aus 62 Patienten, hier
standen Informationen zu Geschlecht, Epilepsie-Phinotyp und Behandlungsversuchen mit Pyridoxin und
PLP zur Verfigung. Eine detaillierte, phinotypische Charakterisierung wurde bei insgesamt 51 Patienten

aus den Studienzentren Kiel und Raisdorf durchgefiihrt.
Hierfiir wurden zusitzlich folgende Daten retrospektiv aus den Krankenakten erhoben:

- Schwangerschafts- und Geburtsanamnese

- Anfallsarten und Alter bei Beginn der Epilepsie

- Therapeutisches Ansprechen auf Antiepileptika, Pyridoxin und PLP
- Psychomotorische Entwicklung der Patienten

- Bisherige genetische Untersuchungen

Alle Patienten wurden auf pathologische Mutationen im ALDH7A7- und PNPO-Gen mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) und Sequenzierung im Labor der Abteilung fiir Genomdiagnostik,
University Medical Center Utrecht, Niederlande, untersucht. Die Krankengeschichten der Patienten mit
neu identifizierten, pathologischen Mutationen wurden im Einzelnen dargestellt und deren phéinotypische
Charakteristika mit in der Literatur beschriebenen Patienten mit PDE und PNPO-Defizienz verglichen.
Bei allen Patienten mit phinotypischem Dravet-Syndrom wurde nachtriglich eine Mutationsanalyse des
SCN71A-Genes zum Ausschluss pathologischer Mutationen im Forschungslabor der Klinik fiir
Neurologie des UKSH, Campus Kiel durchgefiihrt.



Zusitzlich zu der oben beschriebenen Studie wurde der ,,Arbeitsgruppe Pidiatrische Epilepsiegenetik® der
Klinik fiir Neuropiddiatrie am UKSH Campus Kiel ein Patient mit klinischem Verdacht auf PNPO-
Defizienz aus der Professor-Hess-Kinderklinik, Klinikum Bremen-Mitte, zugewiesen. Im Rahmen dieser
Doktorarbeit erfolgte die Sequenzanalyse im PNPO-Gen bei diesem Patienten und dessen Eltern sowie
die Bestimmung der Vitamin Bs.Metaboliten im Plasma unter PLP-Therapie mittels Ultra-Performance-
Liquid Chromatographie-Tandem Massenspektrometrie? im Department of Medical Genetics und im
Department of Metabolic and Endocrine Diseases der Universitit Utrecht in den Niederlanden.
Gemeinsam mit den Kollegen aus Bremen fithrten wir eine ausfithrliche klinische Phinotypisierung dieses

Patienten durch.

Diese Studie wurde durch die Ethikkommission der Christian-Albrechts-Universitit Kiel begutachtet
(Aktenzeichen: A115/02, A116/02). Alle Probanden oder deten Erzichungsberechtigte erteilten nach

ausfithrlicher Aufklirung ihr schriftliches Einverstindnis zur Teilnahme an dieser Studie.

2.2 Blutprobengewinnung und DNA-Extraktion

Im Rahmen von fortlaufenden Forschungsprojekten der ,,Arbeitsgruppe Pidiatrische Epilepsiegenetik®
wurden an den drei Studienzentren routinemifBig Proben von 2-10 ml vendésem
Etylendiamintetraessigsdure (EDTA)-Blut von Patienten mit unterschiedlichen Epilepsiesyndromen und
deren Verwandten gesammelt. Aus den peripheren Lymphozyten wurde die Desoxyribonukleinsiure
(DNA) nach Standardprotokollen mittels QIAamp DNA Blood Maxi Kit (Qiagen) isoliert, in einem TE-
Puffer aus 10nM Tris-HCI und 0,1nM EDTA geldst, bei - 20°C eingefroren oder bei 4°C gelagert. Die

Proben wurden mit einer fiir jeden Studienteilnehmer spezifischen Nummer pseudonymisiert.

2.3 DNA-Amplifikation mittels Polymerasekettenreaktion

Die Protein-kodierenden Exons 1-18 des ALDH7A7-Gens und 1-7 des PNPO-Gens wurden
einschlieBlich der Exon-Intron-Uberginge mittels Polymerasekettenreaktion amplifiziert. Hierfiir wurden
als Startpunkte der Synthese sogenannte Primer verwendet. Dies sind synthetisch hergestellte,
einzelstringige Oligonukleotidmolekiile, welche wihrend der Annealingphase tiber Wasserstoffbriicken-
bindungen komplementir an die DNA binden und ein freies 3’-Ende erzeugen, was von der DNA-
Polymerase in 5-3’-Richtung verlingert werden kann. Die Tabellen 2 und 3 zeigen die Sequenzen der
verwendeten intronischen Primer nach Mills et al.'%.!! mit ihren angefiigten M13-Anhingen (Sigma Aldrich
House, Haverhill, Suffolk, UK). Fir jedes Exon wurde ein separates Primerpaar verwendet, mit
Ausnahme der ALLDH7A7-Exone 15 und 16, welche sehr eng beieinander lagen und daher durch ein

einzelnes Primerpaar zusammen amplifiziert wurden.



Tabelle 2 Primer-Sequenzen fiir die PCR-Amplifikation der ALLDH?7.A47-Exons

Amplicon | Orientierung Primer-Sequenz* (M13-Anhinge)** Linge
Vorwirts GTTTTCCCAGTCACGACGGGCGGGGCTCTATTTC 393 bp

fon Rickwirts GCTTCAAAATCTCCCATGCTAC 393 bp
Vorwirts GTTTTCCCAGTCACGACTTGTTTTTCTTCCCCGTTTG 234 bp

fon2 Riickwirts AGCCTGCACAAACTCCTTGT 234 bp
Fxon 3 Vorwirts GTTTTCCCAGTCACGCGACGGAACCCTAGAGATTTCCCAAC 314 bp
Riickwirts CCCCAAGGAGCTCACATTT 314 bp

Vorwirts GTTTTCCCAGTCACGACGCCTGGCCATATCACAGTTT 302 bp

fond Rickwirts AGCATGACAGCCTTATTGTCC 302 bp
i} Vorwirts GTTTTCCCAGTCACGCGACGGAAAATGAAACAGACTTTCTTCAG 417 bp

Fon s Riickwirts CAGGCGAAACAGCTATCAC GAGGATATTTTCACATATTTATGCC 417 bp
Vorwirts GTTTTCCCAGTCACGACTATCCCATGGCTGTGTAGCA 412 bp

Fon 6 Rickwirts ATTGAAGAAGCCAGGTGTGG 412 bp
Vorwirts GTTTTCCCAGTCACGACTTCTGTTTCAGTTACTAGACTCACTTG 313 bp

fon T Rickwirts TCCATGCTATGTGACTCTGACA 313 bp
Vorwirts GTTTTCCCAGTCACGCGACGGATGGGAGAGAAAGTTGAAAA 317 bp

fon® Riickwirts AAAACCATTCTCAACTCCTTAGTTAT 317 bp
Vorwirts GTTTTCCCAGTCACGACTTCAAGGGACTGCTTTTTCAA 314 bp

Fon? Rickwirts GGAAAAGGTTGAGGGGAAAA 314 bp
Vorwirts GTTTTCCCAGTCACGACTGGGATAGGGTGTAATCAGGA 315bp

Fron 10 Rickwirts GGACGAAATGAGATCCCAAA 315bp
Vorwirts CAGGAAACAGCTATGACCAGCTAACAAATACCTTGTCTACC 290 bp

fon Rickwirts GTTTTCCCAGTCACGACTGTTCTAGCAGTATTGCTGACACC 290 bp
Vorwirts AGATTACAGTATTTCAGTAACTATCAAGGA 353 bp

Fon 12 Rickwirts GTTTTCCCAGTCACGACGGAGCAGACACGATACACC 353 bp
Vorwirts GTTTTCCCAGTCACGCGACGGAAGGGATTGGTCTGTTCA 317 bp

Fron 13 Rickwirts ATGGGGTGGCTTTTCCAATA 317 bp
Vorwirts GTTTTCCCAGTCACGACCAAAGATTGCATCCTCTGACC 309 bp

Fon 14 Rickwirts AACCCTCTTAAAGGTTCATCCA 309 bp
Exon Vorwirts GTTTTCCCAGTCACGACTTGACTCTTTGGTTTCCTTTTG 600 bp
15/16 a Riickwiirts TGTTTCAGTCTCTTGGTCAGC 600 bp
Exon Vorwirts TTGACTCTTTGGTTTCCTTTT 600 bp
15/16 b Rickwirts GTTTTCCCAGTCACGACTGTTTCAGTCTCTTGGTCAGC 600 bp
Fxon 17 Vorwirts GTTTTCCCAGTCACGACCAGGTTGTTCTGGTGTCCTTTTGG 337 bp
Rickwirts CTTAGAGGAGACAGCTGTGGAATGC 337 bp

Vorwirts GTTTTCCCAGTCACGACCTTGGAGATCTTGCCTTGTTA 317 bp

Fon 18 Rickwirts GGGTCATAGGGGGATTAGTCA 317 bp

* Primer produziert durch Sigma, Aldrich House, Haverhill, Suffolk, UK und Integrated DNA Technologies Inc.,
Coralville, Towa, USA; ** standardisierte, universelle Primer-Anhidnge aus viraler Einzelstrang-DNA des
Bacteriophagen M13, welche als Matrix fiir die Sequenzierungsreaktion dienen
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Tabelle 3 Primer-Sequenzen bei der PCR-Amplifikation der PNPO-Exons

Amplicon Orientierung | Primer-Sequenz (M13-Anhinge)* Linge
Exon 1 Vorwirts GTTTTCCCAGTCACGACTGGTTCCGAACTCAAAGGAA 357 bp
Riickwirts TGATCCTCAAACCTCCTTGC 357 bp
Exon 2 Vorwirts GTTTTCCCAGTCACGACACCTGTAAAATGGGGCACAG 400 bp
Riickwirts GGAACCATAAAATTGGCATCC 400 bp
Exon 3 Vorwirts GTTTTCCCAGTCACGACGGTGCTGAGACATCCTTTGG 322 bp
Riickwirts GGCACCTGCACACAGAGAG 322 bp
Exon 4 Vorwirts GTTTTCCCAGTCACGACCTCTTACGGTGGGTGCATCT 277 bp
Riickwirts CTGGGGACCTTCGCTAGAC 277 bp
Exon 5 Vorwirts GTTTTCCCAGTCACGACCCGATCGAACAGAGAGGAAC 357 bp
Riickwirts GTTTTCACTGGGCTGGAGAG 357 bp
Exon 6 Vorwirts GTTTTCCCAGTCACGACATCCCCAGGAAGTCCTTGTT 229 bp
Riickwirts AGGCAGGTGGCTTCAAGTAA 229 bp
Exon 7 Vorwirts GTTTTCCCAGTCACGACGTGGGAGAGTGACCTGGCTA 309 bp
Riickwirts AATCCCACACCCTCTCTTGA 309 bp

* Primer produziert durch Sigma Aldrich House Haverhill, Suffolk, UK, und Department of Medical Genetics,
Utrecht, NL.

Fir jedes Amplicon wurde eine PCR-Mix aus den in Tabelle 4 dargestellten Reaktionskomponenten mit

einem Gesamtvolumen von 25 ul vorbereitet.

Tabelle 4 PCR-Mix fiir die Amplifikationsreaktion der ALDH7.A7- und PNPO-Exone

Komponenten Volumen (pl) Konzentration im Mix
H-O 10 -

Forward Primer (25 uM) 0.25 0.25 uM
Reverse Primer (25 uM) 0.25 0.25 uM
AmpliTaq Gold Polymerase 12.5 1 Einheit/Reaktion
DNA (50 ng/ul) 2.0 100 ng
Gesamt 25 -

Um Pipettierverluste und Reagenztransfere zu vermindern, wurde zunichst ein Mastermix fir alle
Amplicons aus destilliertem Wasser (H20), AmpliTaq Gold 360 (Applied Biosystems, Foster City, USA)
und den zugehérigen Primern hergestellt. Die DNA wurde nachtriglich hinzugefiigt, nachdem der Mix
auf eine PCR-Platte (Thermo-fast 96 wells, ABgene House, Epsom, UK) verteilt war. Die versiegelte
Platte wurde anschlieBend in einen Westburg T-Professional 96 Thermocycler (Biometra, Jena,
Deutschland) gegeben, um unter den in Tabelle 5 beschriebenen Bedingungen die Amplifikationsreaktion

zu durchlaufen.
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Tabelle 5 PCR-Bedingungen fiir die Amplifikationsreaktion der ALLDH7.A7- und PNPO-Exons

Zyklen | Zeit (min) Temperatur (°C)
1 10 95
10 95
33 1 60
1 72
1 4 72

Nach einer initialen Hitzeaktivierung der DNA-Polymerase fiir zehn Minuten bei 95°C wurde der
folgende PCR-Zyklus insgesamt 33 Mal durchlaufen: Die DNA wurde fir 10 Minuten bei 95°C
denaturiert und anschlieBend bewirkte eine Absenkung der Temperatur auf 60°C eine Anlagerung der
Primer an die Einzelstrang-DNA. Die darauffolgende Elongation erfolgte bei einem Temperaturoptimum
der AmpliTag-Polymerase von 72°C iber eine Minute. Um sicherzustellen, dass alle tibrigen DNA-
Einzelstringe vollstindig angelagert sind, beendete ein letzter Zyklus tiber weitere vier Minuten bei 72° C

die Amplifikationsreaktion.

2.4  Gel-Elektrophorese und Sequenzierung

Die entstandenen PCR-Produkte wurden mittels Gel-Elektrophorese in 2% Agarosegel (Agarose MP,
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) mit einem TBE-Puffer (89 mM TRIS-Borat, 2 mM
EDTA) bei 140 Volt/400 Ampere mit dem Bio-Rad Power-Pac 300 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) fur 27
Minuten elektrophorisiert. AnschlieBend erfolgte eine Prifung der PCR-Produkte auf korrekte
Fragmentlinge und -spezifitit, indem sie mit einer O ’GeneRuler-Marker-Leiter (Fermentas, Deutschland)

und Negativkontrollen verglichen wurden (Abbildung 3 und 4).

Abbildung 3 PCR-Produkte der ALLDH7.A7- Exone 1-18 im Vergleich (E1-18) mit Negativkontrollen (NK)
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Abbildung 4 PCR-Produkte der PNPO-Exone 1-7 (E1-7) im Vergleich mit Negativkontrollen (NK)

Geprifte PCR-Produkte wurden nun im Caliper-Purification System (Sonderanfertigung fiir das
Department of Medical Genetics, Utrecht, Niederlande) purifziert und mit dem ABI 3730 Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA) nach der Kettenabbruchmethode nach Sanger sequenziert. Fiir eine
Sequenzierungsreaktion wurden jeweils ecine purifizierte DNA-Vorlage, ein kurzer Primer, vier
Desoxyribonukleosidtriphosphate  (ANTPs), die DNA-Polymerase und Fluoreszenz-markierte
Dideoxynukleotide (didNTPs) verwendet. Die didNTPs beendeten die Elongation, da ihnen die zur
Nukleotidbindung  notwendige  3-Hydroxylgruppe  fehlt. Nun wurden die entstandenen
Kettenabbruchprodukte mittels Kapillarelektrophorese aufgetrennt und durch einen Laser zur
Fluoreszenz angeregt. Die Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten didNTPs am Ende jedes DNA-Fragmentes
fluorenszierten in unterschiedlicher Farbe und konnten so von einem Detektor fiir ionenspezifische Peaks
visualisiert werden. Das Chromatogramm - also die Abfolge der Farbsignale, die am Detektor erscheinen -

gab direkt die Sequenz der Basen des sequenzierten DNA-Stranges wieder.

Alle Exone beider Gene wurden in Vorwirts-Richtung sequenziert mit Ausnahme der Exone 11, 12 und
15/16b des ALDH7A71-Gens. Zudem wurde aufgrund eines Polymorphismus (c.434-110delA), welcher
cinen Frameshift verursacht, bei einigen Proben im AILLDH7A7-Exon 6 ebenfalls eine Reverse-
Sequenzierung durchgefithrt. Hierfiir wurde ein PCR-Mix mit konservierter, bereits purifizierter DNA
hergestellt (Tabelle 6) und im Westburg T-Professional 96 Thermocycler (Biometra, Jena, Deutschland)
unter den bereits aufgefithrten Bedingungen (Tabelle 5) amplifiziert. AnschlieBend konnte nach erneuter
Purifikation mittels Sephadex G 50 Fine (GE Healthcare)-Gelfiltration die Reverse-Sequenzierung analog

zur Vorwirts-Sequenzierung durchgefithrt werden.
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Tabelle 6 PCR-Mixtur fiir die Reverse-Sequenzierung

Komponenten Volumen (pl) Konzentration im Mix
H-O 1.75 -

AB BigDye Terminator v1.1 Cycle 0.25 -

5x SeqBuf* 2.0 100 mM

Primer (3 uM) 1.0 0.3 uM

DNA (ca. 1-20 ng/pul) 5.0 5-100 ng
Gesamt 10 -

* 10x SE-Buffer (pH 8.0) + 4.38g (750mM) NaCl in 9.31g (250mM) EDTA + 80ml H,O

2.5 Datenauswertung

Die gewonnenen Sequenzen wurden durch die Software Mutation Surveyor V3.24 (Softgenetics LLC, PA,
USA) mit einer Referenzsequenz aus der Datenbank des National Center for Biotechnology Information
(NCBI) verglichen (ALDH7A7: NM_001182.2; PNPO: NM_018129.2). Bei den neu identifizierten
Varianten ermittelte die Software Alamut Version 2.0 (Interactive Biosoftware, Mont-Saint-Aignan,
Frankreich) in Kombination mit den Pridiktionsprogrammen Align (http://www.agvgd.iarc.fr), PolyPhen
Version 2 (http://www.genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) und SIFT Alignment (http://www.sift.jcvi.org)
den moglichen Einfluss einer Aminosduresubstitution hinsichtlich der Struktur und Funktion auf das
menschliche Protein. Auch der Einfluss auf die Spleilstellen wurde so getestet. Zusitzlich wurde der
Grantham-Score hinzugezogen, um die physiochemischen Unterschied zwischen den Aminosduren und

demzufolge die Schwere der Verdnderung nach einem Punktesystem von 0-215 zu bewerten?.

Potentiell pathogene Mutationen wurden in der Human Gene Mutation Datenbank (HGMD®
Professional 2011.4, Biobase, Wolfenbtittel, Deutschland), welche simtliche bereits publizierte, fiir

Erbkrankungen verantwortliche Genmutationen auflistet, auf Neuartigkeit hin gepriift.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Studienkohorte

Die Studienkohorte umfasste 113 nicht-verwandte Patienten, welche zwischen 1979 und 2009 geboren

wurden. Hierunter waren 51 % minnlich (n = 58) und 49 % weiblich (n = 55).

Die Epilepsiesyndrome aller Patienten aus der didnischen und den deutschen Kohorten sind in Tabelle 7
nach Anfallsarten und morphologischen bildgebenden Befunden klassifiziert. Bei insgesamt 104/113
Patienten waren MRT-Befunde des Neurokraniums verfigbar. Davon waren 60 (58%) unauffillig. 30
Patienten (29%) zeigten unspezifische MRT-Verinderungen wie verzdgerte Myelinisierung, Hypoplasie
des Corpus callosum, Atrophie der grauen Substanz, des Marklagers oder Kleinhirns sowie
periventrikulire Leukomalazie, welche vermutlich nicht ursdchlich fir die Entstehung der Epilepsie sind.
Bei 14 Patienten (13%) waren strukturelle Lisionen wie beispielsweise intrakranielle Blutungen,
Hippocampusatrophie/-sklerose, neuronale Migrationsstérungen und Dysplasien zu erkennen, welche

méglicherweise zur Entstehung der zugrundeliegenden Epilepsie beitragen kénnten.

Bei allen Patienten mit Dravet-Syndrom wurden nachtriglich im Rahmen dieser Studie pathologische

Mutationen im SCN74-Gen durch Sanger-Sequenzierung aller 26 Exone und SpleiBistellen

ausgeschlossen.

Tabelle 7 Epilepsiesyndrome der auf ALLDH7.A7- und PNPO-Mutationen gescreenten Patienten

MRT: MRT: MRT: MRT: Gesamt

normal unspezifisch!  pathologisch?  unbekannt
Benigne neonatale/ infantile Anfille 2 0 0 0 2
Ohtahara-Syndrom 2 0 0 0 2
West-Syndrom 14 10 10 0 34
Epilepsien mit infantilen Spasmen? 10 4 2 0 16
Lennox-Gastaut-Syndrom 1 1 0 0 2
SIGEI, Dravet-Syndrom* 8 2 0 3 13
Epileptische Enzephalopathie 8 7 0 0 15
Fokale Epilepsien, unbekannte Ursache 6 4 0 3 13
Fokale Epilepsien, symptomatisch 0 0 2 0 2
Generalisierte Epilepsien® 5 1 0 0 6
Unklassifizierte Epilepsien 4 1 0 3 8
Gesamt 60 30 14 9 113

! Unspezifische MRT-Verinderungen, welche vermutlich nicht ursichlich fir die Entstehung der Epilepsie sind
2 Pathologische MRT-Auffilligkeiten, welche méglicherweise zur Entstehung der Epilepsie beitragen kénnten
3 Epilepsien mit infantilen Spasmen, welche jedoch nicht die Diagnosekriterien des West-Syndroms erfillen

#SIGEI = Schwere idiopathisch-generalisierte Epilepsie des Kindesalters

> Myoklonisch-astatische Epilepsie (n=2), idiopathisch-generalisierte Epilepsie (n=3), GEFS+ (n=1)
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Bei den phinotypisch genauer charakterisierten 51 Patienten aus den Kohorten der Studienzentren Kiel
und Raisdorf lag das durchschnittliche Alter bei Anfallsbeginn bei 5,1 Monaten und reichte von

intrauterinen Anfillen bis hin zu erstmaligem Auftreten epileptischer Anfille im Alter von 18 Monaten.

9 von 51 Patienten (18 %) waren Frihgeborene von weniger als 37 Schwangerschaftswochen. Bei
ebenfalls 9 Patienten (18%) lag eine perinatale Asphyxie mit niedrigen Apgar-Werten (<9) und einem
Nabelschnur-pH von <7,0 vor. Die psychomotorische Entwicklung war in 46 von 51 Fillen (90 %)
verzogert und reichte von schwerer globaler Retardierung bei der Mehrheit der Patienten (73 %) bis hin
zu milden Formen mit Sprachentwicklungsverzégerungen und Verhaltensauffilligkeiten (17 %). Lediglich
ein geringer Anteil der Patienten zeigten eine normale, altersentsprechende Entwicklung (10 %). Jedoch
wurde das Outcome lediglich anhand der vorhandenen Daten in den Krankenakten erthoben, welche stark

hinsichtlich des Patientenalters bei der letzten Untersuchung variieren.

Bei 7 von 113 Patienten (6%) wurde ein einmaliger Behandlungsversuch mit Pyridoxin und/oder PLP

dokumentiert, jedoch zeigte keiner der Patienten ein klinisches Ansprechen auf diese Therapie.

3.2 Molekulargenetische Ergebnisse

In Tabelle 8 sind alle in dieser Studie identifizierten Varianten im ALDH7.A7- und PNPO-Gen dargestellt.
Diese wurden hinsichtlich ihrer Pathogenitit durch die Programme SIFT, PolyPhen und den Grantham
Score beurteilt und zur besseren Ubersicht in drei Kategorien eingeteilt: Als Mutation wurden alle bisher
in der Human Gene Mutation Datenbank (HGMD® Professional 2011.4, Biobase, Wolfenbittel,
Deutschland) publizierten, pathogenen Mutationen der Gene PNPO und ALDH7.AT7 bezeichnet. Single
Nukleotid Polymorphismen (SNPs) sind stabile Nukleotidverinderungen, welche mit einer Hiufigkeit von
mehr als 1% (Minor Allel Frequency) in der Population auftauchen und in der Regel keinen Einfluss auf
die Zellfunktion haben. Die NCBI-Datenbank dbSNDP, welche alle bisher bekannten SNDPs listet, diente

hierfiir als Referenz. Alle iibrigen Verinderungen wurden als unbekannte Varianten (UV) bezeichnet.

Compound-heterozygote Mutationen im ALDH7.A7-Gen wurden bei 3 von 113 Patienten identifiziert:
Der Patient A60 trug die pathogene Mutation c¢.1195G>C; p.Glu399GIn'** in Kombination mit der
bisher unbekannten Missense-Mutation ¢.1468A>G; p.Arg490Gly (Abbildung 5). Die Mutation
c.1195G>C; p.Glu399Gln ist die bisher am hdufigsten beschriebene pathogene Mutation im ALDH7.A7-
Gen und in circa 30% der mutierten Allele zu finden?2. Die unbekannte Variante c.1468A>G;
p-Arg490Gly bewirkt einen Austausch von Arginin durch Glycin an Position 490, was laut der PolyPhen2-
Software einen negativen Effekt auf die Proteinfunktion zur Folge hat. Die Analyse mittels SIFT-Software
ergab die Einstufung als “wahrscheinlich pathogen”. Der Grantham-Score prognostiziert mit einem Wert
von 125 nach der von Li et al® vorgeschlagenenen Klassifikation ebenfalls eine “moderat radikale”
Verinderung. Die DNA der Eltern des Patienten A60 waren zur Uberpriifung der Vererbung und

Bestitigung der molekularen Diagnose leider nicht verfiigbar.
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Tabelle 8 Identifizierte Varianten im . AIL.DH7.A- und PNPO-Gen

Anzahl/ | Identifizierte Pathogenitit " ok .
Gen Pat-ID | Varianten (SIFT/PolyPhen/GS) dbSNP* | MAF™ | Ergebnis
Compound-heterozygote Patienten mit 2 Varianten
c.1195G>C . .
. (p.Glu399GIn) Known pathogenic -—- Mutation
AGO c. 1468 A> G Probably damaging/ -
(p- Atg490Gly) deleterious/58
1 c. 1536+11 G>A | UTR - uv
ALDH7A1 7383 c. 1483 A>G Probably damaging/ 61757684 | 0.0023 | UV
(p-Thr495Ala) deleterious/58 R
c. 1231 A>C
Tolerated/not known/53 12514417 | 0.096 SNP
1 (p- Lys411Gln)
EG255 | ¢ 1483A>G Probably damaging/
(p-Thr495Ala) deleterious/58 61757684 1 0.0023 1 UV
c.552G>A
Silent 4378657 | 0.043 SNP
PNPO U (p. Leul84Leu)
347G > A - )
© Deleterious /probably 17679445 | 0.0366 | SNP
(p. Arg116Gln) damaging/43
Heterozygote Patienten mit einzelnen Varianten
6 c.434-12T>G UTR 79544459 | 0.0297 | SNP
c. 1231 A>C
20 Tolerated/not known/53 12514417 | 0.096 SNP
(p. Lys411Gln)
¢ 189T > C _
5 Silent 60720055 | 0.058 SNP
(p. Thr63Thr)
c211T>G Probably damaging/
ALDH7A7 | 1 (. Trp71Gly) deleterious/184 uv
c.1322G > A
1 Benign/deletetious/29 -—- uv
(p. Arg441His)
1 c.162+20T>G | Silent -—- uv
1 c.546C>T Silent -—- uv
c165C>T _
35 Silent 11079804 | 0.1476 | SNP
(p. Ser55Ser)
¢ 552G > A _
3 Silent 4378657 | 0.043 SNP
(p. Leul84Leu)
1 ¢H6C>G Sill 35974730 | 0.0114 | SNP
ilent : .
PNPO (p. Pro162Pro)
1 c.546+15G>A | UIR 71377328 | 0.0114 | SNP
1 c.217C>T Tolerated/probably . Uv
(p. Pro73Ser) damaging/74

UTR = Untranslatierte Region, SNP = Single Nucleotide Polymorphismus, UV = Unbekannte Variante, GS =
Grantham score; "Nummerierung nach der Datenbank dbSNP, National Center for Biotechnology Information
(NCBI); *Minor Allele Frequency
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Abbildung 5 Elektropherogramme der Mutation (a) ¢.1195G>C in Exon 14 und (b) c.1468A>G in Exon 17 jeweils
mit ALDH7.A7-Wildtyp-Allel
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Zwei weitere unverwandte Patienten (7383 und EG255) trugen die gleiche, bisher unbekannte Mutation
c.1483A>G; p.Thr495Ala, welche von den Pridiktionsprogrammen SIFT und PolyPhen2 ebenfalls als
wahrscheinlich pathogen eingestuft wurde. Bei beiden Patienten lag jeweils eine compound-heterozygote
Kombination mit einer wahrscheinlich nicht-pathogenen Varianten vor: Bei dem Patienten 7383 mit dem
Single Nucleotid Polymorphismus ¢.1231A>C; p.Lys411Gln und bei dem Patienten EG255 mit der
unbekannten Variante c. 1536+11G>A, welche in einer untranslatierten Region liegt. Insgesamt konnte
demzufolge bei einem von 113 Patienten (0,9%) eine Pyridoxin-abhingige Epilepsie diagnostiziert

werden.

Zudem wurden insgesamt vier weitere unbekannte Varianten im ALDH7.A7-Gen identifiziert. Hierunter
befanden sich zwei ,stille” Mutationen (c.162+20T>G, ¢.546C>T), welche fiir die gleiche Aminosiure
kodieren, und die beiden wahrscheinlich pathogenen Mutationen c.211T>G; p.Trp71Gly und
c.1322G>A; p.Arg441His. Diese lagen jedoch jeweils nur als einzelne heterozygote Verinderung ohne die
bei autosomal-rezessiven Erbkrankheiten zur phinotypischen Ausprigung notwendige Mutation im
Gegenallel vor. Bei 21/113 Patienten (18,6%) trat der SNP ¢.1231A>C; p.Lys411Gln auf, was fast doppelt
so hiufig wie in der Gesamtbevolkerung (MAF=0,096) ist. 6/113 Patienten (5,3%) trugen den SNP c.434-
12T>G (im Vergleich: MAF=0,029) und 5/113 Patienten (4,4%) den SNP ¢.189T>C; p.Thr63Thr (im
Vergleich: MAF=0,058).
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Im PNPO-Gen wurde als einzige unbekannte Variante ¢.217C>T; p.Pro73Ser identifiziert. Da diese von
SIFT als ,toleriert™ und von PolyPhen als ,,wahrscheinlich pathogen eingestuft wurde und der Grantham
Score 74 betrug, kénnte eine fragliche Pathogenitit bestehen. Jedoch konnte auch bei diesem Patienten
keine weitere pathogene Verinderung im PNPO-Gen gefunden werden. Es zeigten sich insgesamt finf
verschiedene SNPs in PNPO: ¢.165C>T; p.Ser55Ser kam bei 35/113 Patienten mit 31% mehrt als doppelt
so hiufig wie in der Gesamtbevélkerung vor (MAF=0,147). Den SNP ¢.552G>A; p.Leul84Leu zeigten
12% der untersuchten Kohorte (MAF=0,043). 11/113 Patienten (9.7%) waren compound-heterozygote
Triger dieses SNPs in Kombination mit dem SNP ¢.347 G>A; p.Argl16Gln (im Vergleich: MAF=0,030),
was vermutlich auf ein , linkage desequilibrium® — also ein Kopplungsungleichgewicht durch evolutionire
Prozesse — zuriickzufiihren ist. Sowohl der SNP ¢.486 C>G; p.Pro162Pro (eine ,stille” Variante ohne
Aminosduren-Veridnderung) als auch der SNP ¢.546+15 G>A (eine Variante in einer untranslatierten

Region) kamen in 0,9% der Studienkohorte vor (im Vergleich: MAF=0,0114).

Bei dem nachtriglich zur Studie hinzugefiigten Patienten mit klinischem Verdacht auf PNPO-Defizienz
aus der Kinderklinik Bremen ergab die Sequenzanalyse des PNPO-Genes mit 2%z Jahren eine
homozygote, bekannte pathogene Missense-Mutation ¢.283C>T, p.Arg95Cys32 (Abbildung 6). Beide

Eltern waren heterozygote Mutationstriger.

Abbildung 6 Elekropherogramm des Patienten mit PNPO-Defizienz mit der homozygoten Mutation ¢.283C>T,
p-Arg95Cys in Exon 3
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3.3 Ergebnisse der metabolischen Analyse

Fir die 113 Patienten der Studienkohorte standen kein Serum, Liquor oder Urin fiir eine metabolische

Analyse zur Verfiigung.

Bei dem Patienten mit PNPO-Defizienz aus Bremen zeigte die metabolische Analyse der
Neurotransmitter im Liquor cerebrospinalis im Alter von einem Monat normwertige Konzentrationen
aller untersuchten Neurotransmitter, lediglich Dihydrobiopterin war leicht erthéht. PLP, a-AASA oder
Pipecholinsiure wurden nicht bestimmt. Die Analyse von Vitamin Be-Vitameren im Plasma unter PLP-
Therapie mittels Ultra Performance Liquid Chromatographie-Tandem Massenspektrometrie (UPLC-
MSMS)28 ergab im Alter von 2Y2 Jahren erhéhte Konzentrationen aller Bs-Vitamere (Tabelle 9), was fiir

eine ausreichende Substitution spricht.

Tabelle 9 Bg-Vitamere im Plasma des Patienten mit PNPO-Defizienz im Alter von 2 %2 Jahren unter PLP-Therapie

B, - Vitamere Plasmakonzentration Referenzwerte fur Kinder
in [nM] zwischen 1-18 Jahren [nM]

Pyridoxal 70543 7.6 —58.7

Pyridoxamin 3476 <27

Pyridoxin 6568 <0.03

Pyridoxalphosphat 403 10.9 - 151

Pyridoxinsdure 18023 8.8 -104

3.4 Klinischer Phinotyp des Patienten mit den compound-heterozygoten AILDH7AT-
Mutationen c.1195G>C und c.1468A>G

Geburtsanamnese

Der Patient A6O ist das zweite Kind nicht-verwandter Eltern nordeuropiischer Abstammung, die iltere
Schwester ist phinotypisch gesund. Nach einer durch einen Gestationsdiabetes komplizierten
Schwangerschaft wurde der Junge mit einem Korpergewicht von 2900 g, einer Koérperlinge von 50 cm
und einem Kopfumfang von 34 cm reif geboren. Die Apgar-Werte betrugen 8/10/10 nach 1/5/10
Minuten, jedoch bestand aufgrund von griinlichem Fruchtwasser und Nabelschnurverschlingung der

Verdacht auf eine perinatale Asphyxie.
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Epilepsie-Phinotyp

Am funften Lebenstag kam es zu einem einzelnen generalisiert tonisch-klonischen Anfall (GTCS),
anschliefend wurden keine weiteren Anfille in der Neonatalperiode beobachtet. Im Alter von drei und
sechs Monaten folgten prolongierte GTCS im Rahmen febriler Infektionen, welche sich ab dem siebten
Lebensmonat circa einmal pro Monat fortsetzten und zwischenzeitlich linksseitig betont waren. Der Junge
zeigte sich in diesen Phasen oft nervés und unruhig. Im Alter von zwei Jahren kamen auch myoklonische
Anfille hinzu. Nach einer anfallsfreien Periode zwischen 22 und 3%z Jahren traten erneut multifokale
myoklonische Anfille, ebenso wie atonische und dyskognitive Anfille und GTCS bei Fieber auf.
Zwischen vier und sieben Jahren hatte der Patient lediglich selten tonische Anfille, anschlieBend wurden
ausschlieBlich fokale myoklonische Anfille beobachtet. Im Alter von 11 Jahren kam es im Rahmen einer
Pneumonie zu einer erneuten erheblichen Verschlechterung mit rezidivierenden GTCS und Myoklonien.
Es folgten weitere, bis zu vier Jahren andauernde, fast anfallsfreie Intervalle, die durch Anfille wihrend

febriler Infektionen in Kombination mit Erbrechen unterbrochen wurden.

Diagnostik

Ein erstes EEG kurz nach dem initialen Anfall am fiinften Lebenstag war unauffillig. Im Alter von sieben
Monaten und drei Jahren zeigten erneute EEG-Untersuchungen eine diffuse Verlangsamung,
dysrhythmische Hintergrundaktivitit sowie abnormale Thetarhythmen. Wihrend einer postiktalen
Aufzeichnung traten ebenfalls eine starke Verlangsamung und fokale epileptoforme Entladungen in der
rechten zentralen Region auf. Ein letztes, postiktales EEG im Alter von 19 Jahren zeigte erneut

dysrhythmische Entladungen. Zwischenzeitlich wurden auch immer wieder unauffillige EEGs abgeleitet.

Eine transkranielle Sonographie nach dem ersten Neugeborenenanfall zeigte keinen pathologischen
Befund. Wiederholte zerebrale Computertomographien (CCT) im Alter zwischen sieben Monaten und 19

Jahren waren ebenfalls unauffillig, eine MRT wurde nicht durchgefiihrt.

Ein routinemiBiges metabolisches Screening im Alter von drei Jahren zeigte lediglich eine Erhéhung von
Methylhistidin, alle anderen Aminosdurenkonzentrationen im Urin waren normwertig. Im Rahmen einer
vorangegangenen, unabhingigen Studie der Kieler Arbeitsgruppe Epilepsiegenetik wurde bei dem

Patienten eine Deletion im AUTS2-Gen entdeckt33.

Therapie

Die Epilepsiebehandlung erfolgte mit diversen Kombinationen verschiedener Antiepileptika einschlieBlich
Primidon, Phenytoin, Valproat, Ethosuximid, Sultiam and Carbamazepin. Zwischen 2%z und 3%z Jahren
konnten die Anfille durch Primidon und Ethosuximid kontrolliert werden. Im Adoleszentenalter wurden
anfallsfreie Intervalle unter Primidon, Carbamazepin und Valproat beobachtet. Lebenslang wurde bei dem

Patienten AG0 kein Behandlungsversuch mit Pyridoxin oder PLP unternommen.
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Psychomotorische Entwicklung

Initiale Meilensteine der Entwicklung wurden adiquat erreicht. Der Patient konnte mit sieben Monaten
sitzen, mit 12 Monaten erste Worte sprechen und mit 13 Monaten gehen. Erst ab dem dritten Lebensjahr
kam es zu einer leichten Verzégerung der kognitiven und sprachlichen Entwicklung des Patienten.
Neurologische Untersuchungen im Alter von 32 Jahren zeigten eine linksseitig betonte Muskelhypotonie.
Im Hannover-Wechsler-Intelligenztest fiir das Vorschulalter erreichte der Patient im Alter von 6,9 Jahren
einen Prozentrang von 7, was einem Intelligenzquotient (IQ) von 78 entspricht. Wihrend einer
Verlaufskontrolle in der Jugend konnte ein 1Q von 85 ermittelt werden. Der Patient besuchte eine
Sonderschule und erlernte Lesen, Schreiben und einfaches Rechnen. In der Freizeit zihlten Fahrrad

fahren und Schwimmen zu seinen Hobbys.

Der Patient verstarb im Alter von 31 Jahren im Rahmen eines Status epilepticus vor Beginn dieser Studie.

3.5 Klinische Phinotypen der Patienten mit der heterozygoten AILDH7.47-Mutation
c.1536+11G>A

Patient 7383

Der Patient 7383 ist das Kind zweier gesunder, unverwandter Eltern und wurde nach komplikationsloser
Schwangerschaft mit einer Korperlinge von 54 cm und einem Gewicht von 3000 g reif entbunden, jedoch
erschien der Patient klinisch Gbertragen. Die Apgar-Werte betrugen jeweils 10 nach 1 und 5 Minuten und
der Nabelschnur-pH war 7,23. Acht Stunden postnatal traten erstmals Anfille auf, welche sich Uber
mehrere Tage fortsetzten (Anfallssemiologie unbekannt). Im Alter von zehn Monaten kam es zu einem
Status epilepticus und es folgten insgesamt finf GTCS wihrend der nichsten 18 Monate. Die meisten
Anfille standen im Zusammenhang mit febrilen Infekten, mindeten hiufig in einen Status epilepticus

oder traten als Cluster auf.

Aktuell zeigt der Patient im Alter von sieben Jahren eine normale motorische Entwicklung mit verzégerter
Sprachentwicklung und gelegentliche Absencen mit erhShtem Tonus der rechten Extremititen. Die
antiepileptische Therapie mit Valproat, Lamotrigin, Topiramat und Carbamazepin fihrte bisher zu keiner
wesentlichen Besserung der Anfallssituation, jedoch konnte durch ketogene Diidt eine deutliche

Anfallsreduktion erzielt werden.

Eine MRT am ersten Lebenstag ergab den Verdacht auf Asphyxie bedingte (sub-)kortikale und parieto-
okzipitale Lisionen. Im Alter von zwei Jahren zeigte sich eine diskrete Atrophie in der linken parieto-
okzipialen Region mit Gliose um den hinteren lateralen Ventrikel und atrophischen Verdnderungen im
rechten Frontallappen. Elektroenzephalographisch waren zahlreiche unauffillige Befunde und einmalig

eine 3-4 Hz-Aktivitat bifrontal nachweisbar.

22



Patient EG255

Der Patient EG255 wurde als Kind zweier nicht-verwandter, gesunder Eltern durch elektive Sektio in der
38. Schwangerschaftswoche nach unauffilliger Schwangerschaft entbunden. Die Apgar-Werte betrugen
jeweils 10 nach einer und finf Minuten. Anamnestisch sind bei dem GrofBvater viterlicherseits Absencen

sowie Fieberkrimpfe bei dem Vater und dem jiingeren Bruder des Patienten beschrieben worden.

Der Patient zeigte eine leicht verzdgerte motorische Entwicklung und eine deutlich verzégerte
Sprachentwicklung mit mentaler Retardierung. Als klinisch auffilliges Merkmal hatte der Patient eine
hohe, prominente Stirn. Im Alter von finf und sieben Monaten kam es erstmals nach Impfungen zu
febrilem ,,Zittern®. Mit elf Monaten traten Absencen mit kognitiver Beeintrichtigung und Hypotonie bei
fieberhaften Infekten auf, woraufhin bis zu 20 weitere Episoden folgten. Mit 17 Monaten kamen dann

mehrere GTCS hinzu, welche im Alter von 2 2 Jahren erstmals auch ohne Fieber auftraten.

Aktuell zeigt der Patient mit 3 2 Jahren Myoklonien und atonische Anfillen circa einmal wochentlich und
wird mit einer Antiepileptika-Kombination aus Valproat, Lamotrigin, Levetiracetam, Clobazam und
Stiripentol behandelt. Eine zusitzliche ketogene Diit fithrte auch bei diesem Patienten zu einer Reduktion

der Anfalle.

Mehrere EEGs ergaben einen unauffilligen Befund. In der bildgebenden Diagnostik zeigten sich im Alter
von 3 2 Jahren unspezifische Lisionen im frontalen Marklager. Molekulare Analysen auf Mutationen im

SCN1A-, PCDH19- und STXBP7-Gen waren negativ.

3.6 Fallbeschreibung des Bremer Patienten mit PNPO-Defizienz

Der Patient ist das sechste Kind zweier konsanguiner, libanesischer Eltern mit fiinf gesunden
Geschwistern. Die Schwangerschaft verlief mit Ausnahme einer maternalen Hypothyreose und
verstirkten Kindsbewegungen ab der 24. Schwangerschaftswoche unkompliziert. Der Junge wurde mit
37+3 Wochen durch geplante Sektio caesarea mit einem Geburtsgewicht von 2990 g, einer Kérperlinge
von 47 cm und einem Kopfumfang von 34 cm entbunden. Die Apgar-Werte waren normwertig (9/9/10
nach 1/5/10 Minuten), der Nabelschnut-pH betrug 7,31 und das Fruchtwasser zeigte sich
mekoniumhaltig. Zunidchst war der Patient kreislaufstabil mit suffizienter Spontanatmung, in der

klinischen Untersuchung fiel jedoch ein gebldhtes Abdomen auf.

Ein erstes Anfalls-Cluster tonischer Anfille ereignete sich 30 Minuten postnatal und fithrte zu
respiratorischer Insuffizienz und metabolischer Azidose (pH 7.04, pCO2 74.7, HCOj3 20, BE -12). Die
Anfille konnten durch eine Einmalgabe von Chloralhydrat und Phenobarbital unterbrochen werden. Ein
zweites Cluster tonischer Anfille trat am vierten Lebenstag auf und persistierte iiber 2 %2 Stunden trotz

antiepileptischer Therapie mit Chloralhydrat, Phenobarbital und Pyridoxin.
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Die intravendse Gabe von Phenytoin beendete das Anfallscluster zunichst, jedoch kam es anschlieend
zu fast tdglichen Anfillen trotz antiepileptischer Therapie mit Phenytoin und Phenobarbital. Am sechsten
Lebenstag etfolgte ein Behandlungsversuch mit PLP (30 mg/kg/d) in Kombination mit Folsiure,
worauthin die Anfille prompt sistierten. Am folgenden Tag kam es zu prolongierten Apnoephasen,
jedoch bei gleichzeitigem Bestehen einer Pneumonie. Mehrere PLP-Auslassversuche fithrten zu einem
Wiederauftreten der Anfille, welche sich nicht durch konventionelle Antiepileptika oder Pyridoxin
kontrollieren lieBen. Der Patient ist derzeit untet einer Monotherapie von 40 mg/kg/d PLP seit mehr als

drei Jahren anfallsfrei mit Ausnahme von Anfillen im Rahmen febriler Infektionen.

Wiederholte postnatale EEG-Aufzeichnungen zeigten ein Burst Suppression-Muster (Abbildung 7a, leider
von Wechselstromartefakten Giberlagert bei Aufzeichnung auf der Intensivstation). Unter der Behandlung
mit PLP waren alle EEGs ab der zweiten Lebenswoche unauffillig. Mehrere Wach- und Schlaf-EEGs in
der frihen Kindheit ergaben ebenfalls keine pathologischen Befunde (Abbildung 7b).

Eine kranielle Duplexsonographie am ersten Lebenstag ergab einen enddiastolischen Nullfluss, was sich
jedoch am zweiten Lebenstag normalisierte. Eine magnetresonanztomographische Untersuchung am
sechsten Lebenstag zeigte ein pathologisch erhéhtes T2-Kontrastsignal in der Substantia alba, was auf eine

verstirkte Diffusion hindeutet. Eine Verlaufkontrolle erfolgte nicht.

In der frithen Kindheit wurde eine leichte Entwicklungsverzégerung aufgrund von muskuldrer Hypotonie,
Fehlen von sozialem Licheln und einer verminderten visuellen Fixierung vermutet. Jedoch erreichte der
Patient die Entwicklungsmeilensteine zeitgemil3 und konnte im Alter von 17 Monaten frei laufen. In der
letzten Vorsorgeuntersuchung im Alter von 39 Monaten (U7a) hatte der Patient ein normales Gewicht
(13.5 kg, 35. Perzentile nach Kronmeyer-Hausschild) und eine Kérpergréle knapp unter der Norm (90
cm, 3. Perzentile), was jedoch auf die libanesische Herkunft des Patienten zurlickzufiihren sein kann. Er
sprach in Drei- bis Vierwortsdtzen arabisch und deutsch, seine motorischen Fahigkeiten waren fast
altersentsprechend und es konnte keine Beeintrichtigung von Muskelkraft, -tonus und -reflexen

festgestellt werden.
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Abbildung 7 Elektroenzephalogramme des Patienten mit PNPO-Defizienz (a) postnatal mit Burst-Suppression-
Muster (Wechselstromartefakte durch Aufzeichnung auf der Intensivstation) und (b) im Alter von 2 %2 Jahren unter
Langzeit-PLP-Behandlung
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4 DISKUSSION

4.1 Haufigkeit von Vitamin B¢-Defizienzen unter ungeklirten, frithkindlichen Epilepsien

Aktuelle Studien zeigen fir Vitamin Bg-abhingige Epilepsien ein breiteres phinotyisches Spektrum als
bisher angenommen!®34. In allen bisherigen Studien zu PDE und PNPO-Defizienz wurden genetische
Untersuchungen und phinotypische Charakterisierungen lediglich bei Patienten mit klinischem Verdacht
auf Vitamin Bs-Defizienz durchgefithrt?23536. Daher sind diese Studien weniger geeignet, um atypische

klinische Erscheinungsbilder zu entdecken.

Wir fiihrten eine molekulargenetisches Screening fiir Vitamin B¢-abhingige Epilepsien in einer Gruppe
gut charakterisierter Patienten aus drei spezialisierten pidiatrischen Epilepsiezentren mit dtiologisch
ungeklirter Epilepsie beginnend in den ersten Lebensmonaten durch. Unter den untersuchten 113
Patienten konnte ein Patient (AGO) als compound-heterozygot fiir die bekannte pathogene Mutation
c.1195G>C; p.Glu399GIn und die bisher unbekannte Missense-Mutation c.1468A>G; p.Arg490Gly
identifiziert werden, was zusammen mit dem Phinotyp des Patienten die Diagnose einer Pyridoxin-
abhingigen Epilepsie unterstiitzt. Bei zwel weiteren compound-heterozygoten Patienten (7383, EG255)
ist die Diagnose einer PDE aufgrund des Genotypes mit nur einer wahrscheinlich pathogenen Mutation in
Kombination mit einem SNP und einer Variante in einer untranslatierten Region in Zusammenschau mit

den klinischen Befunden unwahrscheinlich.

Die vorliegende Studie zeigt demzufolge, dass PDE bei Patienten mit ungeklirten, frithkindlichen
Epilepsien in etwa einem Prozent der Fille vorkommt. Im Vergleich dazu wird die Privalenz von PDE in
der Allgemeinbevilkerung auf zwischen 1: 20 000 in Deutschland?’, 1: 400 0003 und 1: 600 000 in
Grossbritannien?® geschitzt. In einer klinischen Studie in Indien zeigten 7.4% von 81 Kindern unter drei
Jahren mit therapierefraktirer Epilepsie ein deutliches Ansprechen auf Pyridoxin#®. In einer anderen
Studie sprachen 11,7 % von 94 Patienten mit therapierefraktirer Epilepsie auf PLP an*'. Jedoch basieren
diese Daten lediglich auf unspezifischen, klinischen Diagnosekriterien, was die breite Varianz der Daten
erklirt. Bisher existierten keine aktuelleren Studien zur Epidemiologie von PDE, welche auf einer
molekularen oder biochemischen Analyse basieren und die zahlreichen atypischen Phinotypen

berticksichtigen.

Im Gegensatz zu ALDH7A7 wurden in der Studienkohorte keine neuen Patienten mit pathogenen
Mutationen im PNPO-Gen identifiziert. Diese Studie zeigt, dass PNPO-Defizienz unter Fillen von
ungeklirten frihkindlichen Epilepsien scheinbar sehr selten ist. Dies koénnte zum einen darauf
zurlckzufithren sein, dass sich der Phinotyp normalerweise durch ein deutlich schwereres Krankheitsbild
mit frithem Versterben unbehandelter Patienten auszeichnet und atypische klinische Erscheinungsbilder

seltener vorkommen.
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Ein Beispiel hierfir ist das dargestellte Fallbeispiel des Patienten aus Bremen mit einem klassischen
Phinotyp. Zum anderen ist die Privalenz von PNPO-Defizienz im Vergleich zu PDE deutlich niedriger.
EinschlieBlich des dargestellten Fallbeispiels sind bisher insgesamt 42 Patienten aus 34 Familien mit
PNPO-Defizienz und 22 verschiedene pathogene Mutationen im PNPO-Gen in der Literatur beschrieben
worden!920324249 Weitere Studien mit gréBeren Kohortenzahlen sind notwendig, um auch ungeklirte,

atypische Fille von PNPO-Defizienz zu identifizieren.

4.2  Diagnostische Methoden bei Vitamin Bs-Defizienzen und Limitationen dieser Studie

Urspringlich handelte es sich bei Vitamin Bg¢-Defizienzen um rein klinische Diagnosen im Sinne von
schweren, persistierenden Neugeborenenanfillen mit fehlendem Ansprechen auf Antiepileptika und
Anfallskontrolle durch Pyridoxin oder PLP. Diese klassischen Diagnosekriterien sind allerdings aufgrund

des breiten phinotypischen Spektrums mit zahlreichen atypischen Charakteristika nicht mehr anwendbar.

Seit der Entschliisselung der verantwortlichen Gene ALLDH7A7 und PNPO durch Mills et al. in den
Jahren 2005 und 2006 steht die molekulare Analyse mittels PCR und Sequenzierung als diagnostische
Methode zur Verfiigung. Diese Untersuchungen bieten eine hohe diagnostische Spezifitit und Sensitivitit,
da ALDH7A7 und PNPO die einzigen bisher bekannten Gene sind, welche Vitamin Bg-abhingige
Epilepsien verursachen. Demzufolge sind ungefihr 90% der Patienten homozygot oder compound-
heterozygot fiir Mutationen in diesen beiden Genen??, sodass die molekulargenetische Analyse fiir ein

Screening gut geeignet ist und in dieser Studie verwendet wurde.

Eine Limitation stellen die verwendeten standardisierten Sequenzierungstechniken dar, welche keine
groBBeren Deletionen oder tiefe intronische Mutationen erfassen. Hierzu miissen erginzend andere
Methoden zur Detektion von Deletionen und Duplikationen sowie Sequenzanalysen der intronischen und
regulatorischen Genabschnitte angewendet werden. Die neu identifizierten, unbekannten Varianten
wurden mittels der etablierten Pradiktionsprogramme SIFT und PolyPhen2 sowie dem Grantham-Score
hinsichtlich ihrer potentiellen Pathogenitit interpretiert. Letztlich sind fiir den definitiven Beweis eines
pathogenen Effekts unbekannter Varianten funktionelle Untersuchungen notwendig, welche im Rahmen

dieser Studie nicht durchgefiihrt werden konnten.

Als Erginzung zur molekulargenetischen Diagnostik besteht seit einigen Jahren auch die Moglichkeit der

biochemischen Untersuchung bestimmter Stoffwechselabbauprodukte in Plasma, Urin und Liquor:

Fir PDE konnen als diagnostische Biomatker a-AASA/PG6C und Pipecholinsiure mittels Liquid-
Chromatographie-Massenspektrometrie (LC-MS/MS) oder Gaschromatographie-Massenspektrum (GC-
MS) dber einen Derivatisierungsprozess bestimmt werden. Eine Erhéhung von a-AASA ist

pathognomisch fiir PDE!3.3650 jedoch gibt es bisher keine Daten zur Sensitivitit dieses Metaboliten.
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Beispielsweise zeigten Patienten mit milderen ALLDH7.A7-Varianten oder Lysin-freier Erndhrung nur
moderate Erhéhungen®. Auch die Handhabung ist aufgrund seiner instabilen Struktur bei
Raumtemperatur schwierig. Werte fiir Pipecholinsdure sind weniger spezifisch als a-AASA und kénnen
auch bei angeborenen Stoffwechselstérungen oder Lebererkrankungen erhéht sein's. Hinsichtlich des
therapeutischen Monitorings unter Pyridoxin-Therapie ist eine sinkende Konzentration von
Pipecholinsiure im Blut beobachtet worden, jedoch bleiben die reaktiven Komponenten a-AASA/P6C
auch unter Langzeittherapie erhdht. Am besten werden der zerebrale Lysin-Metabolismus und der
neurotoxische Status im Gehirn im Liquor cerebrospinales widergespiegelt. In der Zukunft werden
méglicherweise die Bestimmung von PLP-abhingigen Neurotransmittern im Liquor an Bedeutung

gewinnen>!.,

Fir die PNPO-Defizienz existiert lediglich PLP als ein relativ unspezifischer diagnostischer Biomarker, da
viele andere Faktoren wie beispielsweise die gleichzeitige Gabe von AED, Komorbidititen oder Diiten
die Ergebnisse beeinflussen kénnen2. Auch sind bei ungefdhr der Hilfte aller Patienten mit PNPO-
Defizienz eine sekundire Defizienz von Homovanillinsdure und Hydroxyindolessigsdure sowie erhdhte
Konzentrationen von 3-Methoxythyrosin beschrieben worden. In etwa 80% aller Patienten findet sich
zudem eine Erhéhung von Vanillacetat im Urin. Die Gewinnung des Probenmaterials darf jedoch nicht

unter therapeutischer Gabe von PLP oder Pyridoxin stattfinden.

Auf die metabolische Analyse wurde in dieser Studie aufgrund der oben dargestellten geringen Spezifitit
und aufgrund von mangelnder Verfiigharkeit von Urin- und Blutproben verzichtet. Exemplarisch wurde
die metabolische Analyse lediglich Fallbeispiel des Patienten mit PNPO-Defizienz unter PLP-Therapie
durchgefihrt, welche eine Erhéhung aller B¢-Vitamere und damit eine suffiziente therapeutische PLP-

Supplementierung zeigte.

4.3  Atypisches Dravet-Syndrom — Erweiterung des phinotypischen Spektrums von PDE

Die detaillierte phinotypische Charakterisierung des neu identifizierten PDE-Patienten A6G0 zeigt

zahlreiche atypische Merkmale im Sinne eines atypischen Dravet-Syndroms:

Im Gegensatz zu den bei PDE typischen prolongierten, neonatalen Anfillen mit Status epileptici erlitt der
Patient AG0 nur einen einzigen, generalisiert tonisch-klonischen epileptischen Anfall in der
Neugeborenenphase. Auch das erste EEG am fiinften Lebenstag war unauffillig. Im Verlauf der Epilepsie
kam es zu einer Anfallshdufung wihrend febriler Infektionen, was sowohl bei Dravet- als auch bei PDE-
Patienten hiufig ist. Ebenso typisch fiir das Dravet-Syndrom sind die vielen verschiedenen, wechselnden
Anfallsarten mit GTCS, (multi-) myoklonischen, atonischen, tonischen und dyskognitiven Anfillen,

welche sich schwer einem Muster zuordnen lassen.
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Obwohl der Patient zeitlebens keine Pyridoxin-Behandlung erhalten hatte, konnte eine Anfallsreduktion
durch eine Kombinationstherapie aus diversen Antiepileptika erzielt werden. Dies scheint aufgrund der
Pathophysiologie von PDE zunichst widerspriichlich, jedoch wurde ein partielles Ansprechens auf
Antiepileptika bereits mehrfach als ein atypisches Merkmal bei PDE beschrieben!”!8 und kann — wie bei
dem Patienten AGO — zu einer Diagnoseverzégerung und der Verwechselung mit dem Dravet-Syndrom
fithren. Daher sollte trotz partiellen Ansprechens auf Antiepileptika bei dtiologisch ungeklirten Epilepsien

stets ein Behandlungsversuch mit Pyridoxin durchgefithrt werden.

Die sinkende Anfallshdufigkeit in der Adoleszenz mit langen, anfallsfreien Intervallen von bis zu vier
Jahren bei persistierender Fiebersensitivitit ist ebenso ein typisches Merkmal fiir das Dravet-Syndrom.
Auch wurde die zunichst normale, und erst ab dem dritten Lebensjahr verzdgerte psychomotorische

Entwicklung bereits bei zahlreichen Dravet-Patienten beobachtet, was jedoch sehr untypisch fiir PDE ist.

Die in einer fritheren Studie bei dem Patienten AGO diagnostizierte AUTS2-Deletion kdnnte zur
kognitiven und sprachlichen Entwicklungsverzégerung beigetragen haben, da Sequenzverinderungen in
diesem Gen mit Autismusspektrumsstorungen (ASD), Aufmerksamkeitsdefizitsyndrom (ADHS) und
mentaler Retardierung assoziiert werden%. Die Regulation, subzellulire Lokalisation und Funktion in der
Gehirnentwicklung von AUTS2 ist jedoch noch weitestgehend unbekannt. Der Patient A60 wurde
zeitlebens nicht auf Autismus getestet und auch die Krankengeschichte ergibt keine eindeutigen Hinweise

auf das Vorliegen einer ASD.

Leider verstarb der Patient A60 im Alter von 31 Jahren vor Beginn dieser Studie durch einen plétzlichen,
ungeklirten Tod bei Epilepsie (SUDEP) und ein Behandlungsversuch mit Pyridoxin konnte nicht
durchgefihrt werden. Dies unterstreicht ebenfalls den Dravet-dhnlichen Phinotyp, da bei Patienten mit
Dravet-Syndrom die Mortalitdit mit 14,3 — 20,8%556 ebenso wie das Risiko eines SUDEP mit einer

Inzidenz von 6 von 1000 deutlich erhéht ist im Vergleich zu anderen Epilepsieformen?”.

Diese Studie erweitert somit das Spektrum von PDE um den Phinotypen eines atypischen Dravet-
Syndroms mit nur einem neonatalen Anfall, initial unauffilliger psychomotorischer Entwicklung bis zum
dritten Lebensjahr, Fiebersensitivitit und langen anfallsfreien Intervallen in der Jugend mit partiellem
Ansprechen auf AEDs. Bei allen SCN7.4-negativen Dravet-Patienten sollten daher in der Zukunft eine
Testung auf Mutationen im ALDH7.A47-Gen erwogen werden. Auch bei fehlendem Ansprechen auf die
etablierte Therapie des Dravet-Syndroms sollte ein Behandlungsversuch mit Pyridoxin unternommen

werden.
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4.4  Einflussfaktoren auf das Langzeit-Outcome bei PDE

Insgesamt handelt es sich bei PDE um eine schwere neurometabolische Erkrankung mit hoher Morbiditit
bei spiter Behandlung?’. Diese Studie beschreibt erstmals das Langzeit-Outcome eines unbehandelten
PDE-Patienten, der mit einer Intelligenzminderung bis zum 31. Lebensjahr Gberlebte.

Interessant ist der Vergleich mit dem Outcome ecines von Baynes et al. beschriebenen 37-jihrigen
Patienten, der bereits ab den ersten Lebensstunden eine kontinuierliche Pyridoxin-Therapie erhielt:

Die intellektuelle Kapazitit des frithzeitig behandelten Patienten war mit einem Gesamt-IQ von 71
geringfligic niedriger als die des Patienten A60 mit einem Gesamt-IQ 85. Ebenso waren die
Entwicklungsmeilensteine (Laufen mit 23 Monaten, Sprechen in Sitzen mit vier Jahren) im Vergleich zu
unserem Patienten A60 (Laufen mit 13 Monaten, Sprechen in Sitzen mit 27 Monaten) deutlich verzégert.
Beide Patienten erhielten sonderpiddagogische Forderung, lernten Lesen und Schreiben, und lebten in
ciner Einrichtung fiir Menschen mit geistiger Behinderung. Das 4hnliche Langzeit-Outcome eines
frithbehandelten Patienten mit dem eines unbehandelten Patienten bis zum seinem Versterben im 31.
Lebensjahr unterstiitzt die Hypothese, dass das entwicklungsspezifische Outcome bei PDE nicht
ausschlieBlich von einer frithzeitigen Pyridoxin-Therapie abhingt.

Wihrend die Anfille bei PDE in der Regel durch konstante Pyridoxin-Therapie kontrolliert werden
kénnen und zu einer Normalisierung des EEGs fithren?’, weist die kognitive Entwicklung der Patienten
insgesamt ein sehr breites Spektrum auf und ist in 75% der Fille mit Reduktion des kognitiven 1Q)s,
insbesondere in Sprache und Ausdruck, verzégert!72!. Eine niederlindische Studie mit 14 Patienten ergab
zwar eine Tendenz zur hoheren intellektuellen Funktion bei pri- oder unmittelbar postnataler
Behandlung, es konnte jedoch keine signifikante Korrelation zwischen Langzeit-Outcome und Alter bei
Therapiebeginn gezeigt werden?. Eine mdgliche Erklirung hierfir kénnte sein, dass sich die Dosierung
der Pyridoxin-Therapie an der Anfallsunterdriickung orientiert und in einigen Fillen vermutlich nicht
austreichend ist, um die gesamte Vitamin Bs-Defizienz zu kompensieren. Auch hat diese Therapie nur
begtenzten Einfluss auf die Akkumulation toxischer Metabolite wie a-AASA, P6C und Pipecholinsiure
im Gehirn¥®. Desweiteren wird diskutiert, ob bei bestimmten Genotypen eine residuelle Enzymaktivitdt
dazu beitrigt’, dass Patienten mit einem spiteren Anfallsbeginn eine deutlich lingere
Therapieverzégerungen tolerieren?!. Aber auch andere, bisher unbekannte Umwelteinfliisse scheinen eine
relevante Rolle zu spielen, was ein kiirzlich publiziertes Fallbeispiel zweier Schwestern mit identischem

Genotyp und gleichzeitigem Therapiebeginn, jedoch unterschiedlichem kognitivem Outcome zeigt®.

Es ldsst sich also zusammenfassen, dass das Outcome bei PDE multifaktoriell durch Genotyp,
Therapiebeginn und unbekannte Umweltfaktoren beeinflusst wird und das Spektrum von milden bis hin
zu schweren, therapierefraktiren Krankheitsverldufen reicht. Ein frihstmdéglicher Therapiebeginn mit
Pyridoxin stellt demzufolge zwar keine Garantie fir ein normale Entwicklung dar, ist jedoch ein
entscheidender Faktor fiir die Prognose der Patienten. Weitere Studien sind notwendig, um die

Einflussfaktoren auf das Outcome genauer zu untersuchen und das Behandlungsregime zu optimieren.
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4.5 Normales Outcome bei PNPO-Defizienz durch frithzeitige Behandlung bei klassischen
Phinotypen

EinschlieBlich des oben dargestellten Fallbeispiels sind bisher insgesamt 42 Patienten aus 34 Familien mit
ciner Pyridoxal-5-Phosphat-abhingigen Epilepsie und insgesamt 22 verschiedenen gesicherten,
pathogenen PNPO-Mutationen in der Literatur beschrieben worden. Die klinischen Merkmale dieser
Patienten, elektroenzephalographischer Befunde, Therapie-Ansprechen auf PLP und Pyridoxin, Outcome
und vorhandene Mutationen sind in einer Ubersicht in Tabelle 10 und 11 dargestellt. PNPO-Defizienz hat
im Vergleich zu PDE einen deutlich schwereren Phidnotyp und unbehandelt versterben die meisten
Patienten in den ersten Lebenswochen. Auch trotz Behandlung war bisher nur in Einzelfillen ein
normales Outcome moglich, insgesamt 62% aller Patienten mit PNPO-Defizienz zeigten eine
Entwicklungsverzégerung von milden Formen bis hin zu schwerer geistiger Retardierung?3. Daher ist bei
PNPO-Defizienz eine frithe Diagnosestellung umso wichtiger, um eine verzogerte Behandlung mit

deutlich erhéhter Letalitdt und dem Risiko von schweren Entwicklungsstérungen zu verhindern.

Das dargestellte Fallbeispiel des Bremer Patienten demonstriert eindriicklich, dass bei PNPO-Defizienz
ein glinstiges Outcome mit normaler psychomotorischer Entwicklung durch frithzeitige Diagnose und
Behandlung erzielt werden kann. Die frithzeitige Diagnosestellung wurde durch den “klassischen”

Phinotyp des Fallbeispiels erméglicht:

Bereits wihrend der Schwangerschaft bemerkte die Mutter verstirkte fetale Bewegungen, was auf die bei
PNPO-Defizienz bereits bei anderen Patienten beschriebenen intrauterinen Anfille hindeuten
koénnte20324401. Direkt postnatal gaben prolongierte, therapierefraktire Krampfanfille einen ersten
Hinweis auf eine genetisch bedingte Epilepsie. Fast 66% aller Patienten mit PNPO-Defizienz zeigen einen
Anfallsbeginn am ersten Lebenstag und 83% der Patienten in der ersten Lebenswoche?. Prinzipiell
kommen myoklonische Anfille zusammen mit generalisiert tonisch-klonischen Anfillen bei PNPO-
Defizienz am hiufigsten vor (jeweils etwa 30%), auch abnormale Augenbewegung werden in 21% der
Fille beobachtet. Da der Patient reif geboren wurde und die Anfille als isoliertes Merkmal ohne Hinweise
auf fetalen Distress auftraten, wurde eine genetische Erkrankung als Anfallsursache frithzeitig vermutet.
Im Gegensatz dazu ist die Mehrheit aller Patienten mit PNPO-Defzienz frihgeborenen und bei 34%
bestehen klinische Hinweise auf eine perinatale Asphyxie, was die Diagnosestellung erschweren kann.
Auch die schweren elektroenzephalographischen Verinderungen in Form eines Burst Suppression-
Musters kommen bei 71% aller Patienten mit PNPO-Defizienz vor?, bisher wurde lediglich ein einzelner

Patient mit mehreren unauffilligen EEGs beschrieben32.

Trotz intensiver Antiepileptika-Therapie hduften sich die Anfille des Bremer Patienten, sodass ab dem
sechsten Lebenstag eine Behandlung mit PLP erfolgte, worauthin die Anfille prompt sistierten. Bei bisher
allen beschriebenen Patienten kam es zu einem Sistieren oder einer deutlichen Reduktion der Anfille nach

therapeutischer Gabe von PLP oder Pyridoxin.
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Ebenfalls charakteristisch fir PNPO-Defzienz ist die EEG-Verbesserung nach therapeutischer PLP-
Gabe, (Abbildung 7b), was die Reversibilitit der kortikalen Dysfunktion unterstreichté!l. Wiederholte
Auslassversuche der PLP-Therapie und die molekulargenetische Analyse bestitigten die klinische
Verdachtsdiagnose. Ein vor kurzem bei 17 Patienten (41%) beschriebenes, atypisches Ansprechen auf

Pyridoxin (Tabelle 11) war bei unserem Patienten nicht zu beobachten.

Die molekulare Analyse zeigte, dass unser Patient dieselbe homozygote Mutation ¢.283C>T trigt wie drei
zuvor von Bagci und Hoffmann beschriebene Patienten2. Da alle Familien aus dem Libanon stammen,
konnte diese Mutation eine ,,founder“-Mutation darstellen. Uber die Herkunft des von Mills et al.
beschricbenen Patienten mit ebenfalls derselben Mutation stehen leider keine Informationen zur
Verfiigung?. Einer dieser genotypisch identischen Patienten tberlebte ohne Behandlung bis zum dritten
Lebensjahr mit schwerer psychomotorische Retardierung, wihrend seine beiden Geschwister mit
derselben Mutation unbehandelt im Alter von finf Monaten und im Alter von 31 Tagen verstarben. Dies
zeigt, dass wie auch bei PDE neben Therapiebeginn und Genotyp weitere Faktoren eine entscheidende
Rolle fiir das Outcome spielen missen. Beispielsweise werden der Riboflavin-Status, welcher zur
Steigerung der residuellen Enzymaktivitit beitragen kann, sowie die mitterliche Vitamin Be-Aufnahme

wihrend der Schwangerschaft diskutiert.
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Tabelle 10 Ubersicht der klinischen und genetischen Befunde aller bisher beschriebenen Patienten mit bestitigten
PNPO-Mutationen und Behandlung mit PLP

Pat.-Nr.a: Gest.alter;  Anfalls- PLP-Ansprechen: PLP- PNPO-
Al > fetaler beginn; EEG . Erstgabe; Mutati 4 Outcome
et Distress -typ Anfille; EEG Dosis® utationen
i in: Sistieren;
Diese 3winein  J0M%  Bs 6d; 30 p.R95C notmal
Studie TS normal ab 2w
<1h;
142 29w; ja AEM, BS Keine Therapie - p-R229W T17d
MS, CS
<1h;
242 29w; ja AEM, BS Keine Therapie - p-R229W T19d
MS, CS
. <12h; Sistieren nach1h; p.E50K;
42 . ; ) e ;
3 35w; ja MS BS PIP 2-3w; 40 IVS3.1G>A GEV, gA
. 30min; . .
442 32w; ja . BS Keine Therapie - p.Q262X T22d
. 30min; . .
542 29w; ja . BS Keine Therapie - p.Q262X T 15d
. Sistieren;
6725y 3Twinv. oM pg v 50 p.RI5C GEV, gA
n.v. sofort normal
39w; n.v.; X normal,  Sistieren; 27d; p.D33V;
72032 4 5y o > AEM, ’ , normal, gA
y pri. Anf. MS TSW notmal mit 7m 60-100 c.246delT &
83243; 3y 35w; ja 48h; n.v. BS n.v., Suppression 3y; 35 p-R95C GEV, gA
. Geburt; . .
93243 30w; ja GTCS BS Keine Therapie - p.-A174X T31d
33w; nein; Geburt; Sistieren nach 2d;
44 bl el & el .
10 pri. Anf. MS BS normal 23d; 50 p-A174X T 48d
i 10h: BS Sistieren nach 2d;
1145 5m z.T.; n.v. ? > 19d; 35 .R225C normal
GTCS  MShW  MShW nach 2m P
3w; fop
i Sistieren;
124, 11m  zT;nein  AEM, MSW <4m; 30 p.D33V normal,
GTCS normal nach 1m GA
. 12h; Sistieren nach GEV, HT
47. . > . >, AL,
1347, 28m z.T.; nein AEM MShW wenigen d; n.v. 3m; 40 p.G118R oA
35w; nein; isti .
1419 21m 120 M8 B> Sistieren; normal 3d; 35 IVS+2T>C  gA, HT
pri. Anf. MSW nach wenigen d
1d;
15%; 7y 38w; nein AEM, MShW n.v. 7y; 15-44 p.R225H ASD, gA
MS
16%8; 21m 35w; nein 1d; MS BS n.v n.v.; 50 p-R229Q GEV, HP
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Fortsetzung Tabelle 10

Pat.-Nr.s; Gest.alter; Anfzjllls? PLP-Ansprechen: PLP- PNPO-
Alter fetaler beginn; EEG Anfille: EEG Erstgabe; Mutationend Outcome
Distress -typ ale Dosis®
174 36w; nein 1h; MS n.v Keine Therapie - p-R95H T 45d
. 30min; . p.-R95H;
20. - . > . . >
1820; 4y 34w; nein GTCS BS Sistieren; n.v. 5d; 10 p.E50K GEV
19%0; 5y z.T.; nein 6h; CS n.v Sistieren; n.v. 8w; 120 p.D33V normal
20. Dy in: Sistieren;
20 29 2T 0min; g 3d; 100 p.P213S normal
7m SE normal nach 3d
. keine . .
2120, 4m 33w; nein Anfilled n.v Sistieren; n.v. Min.; 100 p.P213S normal
. 2h; . Milde IM
20. - . > . . >
2220, 1y 34w; nein GTCS BS Sistieren; n.v. n.v.; 10 p.R95C HT
2320; 4y 33w; ja 5GhT cs  BS ili““en nach 1205504, 50 p.Q214fs;?  normal
20. Gy st .
‘Z‘fn ; 6y 2T, nein  5m;IS  HA ili“eren nach 24b; o 2 p.R116Q normal

Tabelle modifiziert nach Guerin et al.23

2.T.= zum Termin; n.v.= nicht verfiigbar; h= Stunde; d= Tage; w= Wochen; m= Monate; y= Jahre; AEM=
abnormale Augenbewegungen; MS= myoklonische Anfille; CS = klonische Anfille; GTCS= generalisiert tonisch-

klonische Anfille; TS= tonische Anfille, SE= Status epilepticus; pria.Anf.= prinatale Anfille; BS= Burst

Suppression; MSW= multifokale Spike-Waves; MShW= multifokale Sharp-Waves; TSW= temporale Sharp-Waves;
HA= Hypsarrhythmie, PIP= prolongierte isoelektrische Perioden; GEV= globale Entwicklungsverzégerung, IM=

Intelligenzminderung, HT= Hypotonie, gA= gelegentlich Anfille; n.v.= nicht verfiighar

a= Geschwister sind: Pat. 1,2 und 3; Pat. 4 und 5; Pat. 7 und 8; Pat. 10 und 11; Pat. 20 und 21
b =1in [mg/kg/d]

¢ = bei Angabe von nur einer Mutation liegt diese homozygot vor

4 = Prophylaktische Therapie aufgrund einer positiven Familienanamnese
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Tabelle 11 Ubersicht der klinischen und genetischen Befunde aller bisher beschriebenen Patienten mit bestitigten
PNPO-Mutationen und Behandlung mit Pyridoxin

Gest.alter;

Anfalls-

PLP-

-Nr.2: PLP-Ansprechen: -
II;?:' N5 fetaler beginn; EEG . P Erstgabe; f\)/[l\lif;?ionen 4 Outcome
et Distress -typ Anfille; EEG Dosis®
20. Oer . . sofortiges ) leichte
2520; 9y z.T.;ja 3h; n.v. n.v Sistieren: n.v. 2,5m; 100 p-R11Q GEV
3w; _ leichte
20. 9y > . .
262; 2y z.T. GTCS MSW  Sistieren; n.v. 4w; 30 p.D33V GEV
2. 930 o ) sofortiges ) p.D33V; .
27205 23y z.T.; nein 2m; n.v. n.v Sistieren: n.v. 6m; 22,5 p.E120K leichte IM
p.D33V; Seh
2820; 21y 36w; nein 3h; n.v. n.v vermindert; n.v. 3m; 300 c.264-21_ GcEzere
2641delinsC
forti p-D33V; Dyslexie,
2920, 41y n.v. 2w; n.v. n.v Sotortiges 5m; n.v. p-R225C+ Asperger-
J Sistieren; n.v.
pR116Q Syndrom
3020; 9y nwv 24n; nwv Sistieren; n.v 6m; 200 p.-R225H SQP
; . GTCS . 5 LV, ; .
in: R225H+ ;
3120; 3y nv 30 min; BS Sistieren; normal n.v.; 30 P leichte
nv. p-R116Q GEV, gA
o p.R225H + _
3220; 9y 36w; nein 10h; n.v. BS Sistieren nv.; 12,3 leichte IM
pR116Q
3319, Sistieren; langsame
35w; ja 24h;nv. BS 6d; 100 p-R225H GEV
9y 9m Besserung
3419;
z.T.; nein 3h; n.v. BS verbessert; n.v. 2d; 100 p.-R225H GEV, gA
8y 2m
3519, .
35w; ja 2d;nv.  BS verbesser; 2d; 400 pR225H normal
3y 10m verbessert
p-R141C;
3619; 26y z.T.; nein 6d; n.v. DC Sistieren; n.v. 6d; 50 p-Ala9%4_ normal
Leu97del
371 . _ Schwere
4y §m 36w; ja n.v. BS Sistieren; n.v. 6w; 100 p.R225H GEV, STP
3819;
z.T.; nein 11h; n.v. DC Sistieren; n.v. 6d; 30 p.-R225H normal
1y 8m
3919, g .
2T;ja 6diny. D Osterennach3di 5, pR225H normal
1y 5m n.v.
4019 8y 34w; nein 2d; n.v. n.v Sistieren; n.v. 7m; 100 p-R225H STP, gA
4119,
z.T.; nein 3h; n.v. DC Sistieren; n.v. 1d; n.v. p-R225H normal
6y 10m

Tabelle modifiziert nach Guerin et al.23

2.T.= zum Termin; n.v.= nicht verfiigbar; h= Stunde; d= Tage; w= Wochen; m= Monate; y= Jahre; GTCS=

generalisiert tonisch-klonische Anfille; BS= Burst Suppression; MSW= multifokale Spike-Waves; DC=

diskontinuierlich; GEV= globale Entwicklungsverzégerung, IM= Intelligenzminderung, HT= Hypotonie, gA=
gelegentlich Anfille; SQP= spastische Quadriplegie; STP= spastische Tetraparese; n.v.= nicht verfugbar

2= Folgende Patienten sind Geschwister: Patienten 34 und 35; Patienten 37 und 38; > = in [mg/kg/d];

¢ = bei Angabe nur einer Mutation liegt diese homozygot vor
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4.6  Vorschlag eines Vitamin Be-Behandlungsprotokolls fiir ungeklirte Epilepsien

Um alle Patienten mit Vitamin-Bs-abhingigen Epilepsien einschlieBlich atypischer Phinotypen zu erfassen
und diesen durch frihzeitige Therapie die Chance auf eine normale psychomotorische Entwicklung zu
erméglichen, ist ein standardisiertes Therapieregime notwendig. Ein Vorschlag hierfiir ist in Abbildung 8
dargestellt. Prinzipiell sollte bei allen Patienten mit ungeklirter, frithkindlicher Epilepsie unabhingig von
Geburtsanamnese, vorhandenen Komorbidititen, Anfallsarten oder partiellem Ansprechen auf
Antiepileptika ein Behandlungsversuch mit Vitamin B¢ erwogen werden. Obwohl in dieser Studie nur
Patienten mit Anfallsbeginn bis zum 18. Lebensmonat gescreent wurden, sollte das Protokoll fiir Kinder
bis zum dritten Lebensjahr gelten, da dies den bisher unter Vitamin Bs-Defizienzen spitesten

beschriebenen Anfallsbeginn darstellt?!.

In den bisherigen Publikationen wurde als Initialtherapie fir Vitamin B¢-abhingigen Epilepsien Pyridoxin
vor PLP empfohlen!®, da PDE im Vergleich zu PNPO-Defizienz deutlich hiufiger vorkommt und
Pyridoxin wesentlich kostenglnstiger und leichter verfiigbar ist als PLP. Jedoch ist ein entscheidender
Vorteil von PLP gegentiber Pyridoxin, dass es pathophysiologisch sowohl bei PDE als auch bei PNPO-
Defizienz wirksam ist. Daher sollte im akuten Management von ungeklirten Epilepsien ein initialer
Behandlungsversuch mit 10mg/kg PLP intravends durchgefithrt werden, bei Bedatf kann die intravendse
Dosis auf bis zu 40mg/kg gesteigert werden?l. Im Hinblick auf die mogliche Komplikation der
Atemdepression sollte die Gabe von PLP langsam und unter kardiopulmonaler Kreislaufiiberwachung in
Intubationsbereitschaft erfolgen. Unter allen bisher beschriebenen Patienten mit PNPO-Defizienz kam es
nur etwa bei der Hilfte zu einem sofortigen Sistieren der Krampfanfille nach PLP-Gabe, sodass sich ein
Therapieversuch stets tiber mindestens drei Tage erstrecken sollte. Als orale Dosierung wird im
Allgemeinen eine Erhaltungsdosis von 50mg/kg/d verteilt tber vier Tagesdosen empfohlent!. Jedoch
orientiert sich die Dosis an der Anfallsfreiheit der Patienten, da es bisher keine standardisierten
biochemischen Referenzparameter fiir eine optimierte Therapie gibt. Bei chronischer PLP-Verabreichung
ist auf Zeichen von Hepatotoxizitit zu achten und die Leberwerte sollten engmaschig kontrolliert
werden*262. Das Auftreten einer schweren Neuropathie ist bisher lediglich als Einzelfall beschrieben
worden?. Bei Anfallspersistenz unter PLP kann ein therapeutischer Wechsel auf Pyridoxin in einer
Dosierung von 15-50mg/kg/d verteilt auf drei Einzeldosen etfolgen, da hierdurch die atypischen,
Pyridoxin-sensiblen Fille der PNPO-Defizienz identifiziert werden koénnen. Die potentiellen
unerwiinschten Nebenwitkungen limitieren die Dosierung von Pyridoxin auf 200mg/d bei Neugeborenen
und 500mg/d bei Erwachsenen. Im akuten epileptischen Anfallsgeschehen kénnen bis zu 100mg
Pyridoxin intravends als Bolus verabreicht werden. Héhere Dosen kénnen sensorische und seltener auch
motorische Neuropathien verursachen, die jedoch teilweise reversibel sind%. Auch bei initialem
Ansprechen auf PLP und gegebenenfalls pathologisch ethéhtem a-AASA kann im Verlauf der Versuch

eines therapeutischen Wechsels auf Pyridoxin erfolgen.
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Ist dieser erfolgreich und der Patient weiterhin anfallstrei, so ergibt sich der klinische Verdacht auf PDE.
Treten die Anfille jedoch erneut auf, handelt es sich um PNPO-Defizienz und die Behandlung muss mit
PLP fortgefithrt werden.

Eine vielversprechende zusitzliche Therapicoption ist ein Lysin-armes Erndhrungsregime, da hierdurch
die Lysin-Abbauprodukte vermindert werden und dies zu niedrigeren Konzentrationen von potentiell
neurotoxischen 0-AASA und P6C fithrté*. Auch der Begleittherapie mit Folsdure wird ein positiver Effekt

zugesprochen!®,

Die metabolische Analyse bietet eine schnelle, kostengiinstige Methode, um die notwendige molekulare
Diagnostik einzugrenzen. Durch die Bestimmung von o-AASA und Pipecholinsiure in Urin und Plasma
ist eine Differenzierung zwischen PNPO-Defizienz und PDE méglich, da eine Erhéhung dieser
metabolischen Marker nur bei PDE, nicht bei PNPO-Defizienz auftritt. Auch kann sie als Erginzung zur
molekularen Diagnostik sinnvoll sein, wenn beispielsweise nur ein genetisch verindertes Allel gefunden
werden kann. Unabhingig vom klinischen Ansprechen auf PLP oder Pyridoxin und den metabolischen
Ergebnissen ist die Mutationsanalyse mittels PCR und Sequenzierung zur Bestitigung der Diagnose
unverzichtbar. Zu Diskutieren ist auch, ob PNPO und ALDH7AT zukinftig als Kandidatengene fiir
prinatale und/oder neonatale Screeninguntersuchungen in Betracht gezogen werden sollten, insbesondere

im Hinblick auf die potentielle Behandelbarkeit dieser Erkrankungen!e.

Abbildung 8 Diagnostisches und therapeutisches Vorgehen bei ungeklirter, frihkindlicher Epilepsie

P
Alle Patienten mit ungeklirter Epilepsie bis zum 3. Lebensjahr unabhingig von Anfallsarten,
Geburtsanamnese, Komorbidititen und Antiepileptika-Ansprechen

PLP 10-40 mg/kg i.v.,

2,5 mg/kg/6h p.o. iiber 3d Metabolische Analyse:
\ 4 a-AASA/PG6C, PA,
+ l R PLP im Plasma und
(+) ()
l l gef. PLP-abhingige
( PN 100 mg i ) Neurotransmitter im
v,
30 mg/kg/d tber 3d CSE
\ J

(+) J—‘—l () () l—k—l (+)

- N N
Andere Pyridoxin- e N
Ursachen sensibles PDE PNPO Molekulargenetische
N PNPO J % Diagnostik:
PCR +
~ Sequenzierung det
PN-Dauertherapie bis max. PLP-Dauer- Gene ALDH7AT
200 mg/d bei Neugeborenen therapie bis und PNPO
500 mg/d bei Erwachsenen 50 mg/kg/d
g/ ) o/kg/ K /

(+) Anfille persistieren, (-) Anfille sistieren, (n) normal, (p) pathologisch, PN = Pyridoxin, PLP = Pyridoxal-5-
Phosphat, PA= Pipecholinsiure, d = Tag, CSF= Liquor cerebrospinalis
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Vitamin Bg-abhingige Epilepsien weisen ein breites phinotypisches Spektrum mit zahlreichen atypischen
Merkmalen auf, sodass die klinische Diagnose eine Herausforderung darstellt. Um die Haufigkeit dieser
Erkrankungen bei Patienten mit ungeklirten, frihkindlichen Epilepsien zu ermitteln und das
phinotypische Spektrum genauer zu beschreiben, wurde in dieser Studie eine Kohorte von 113 Patienten
auf pathogene Mutationen in den Genen ALDH7A7 und PNPO gescreent. Ein Patient mit einem
Dravet-dhnlichen Phinotyp wurde als compound-heterozygot flir zwei pathogene Mutationen im
AILLDH7A1-Gen identifiziert. Unsere Daten lassen daher vermuten, dass PDE in bis zu 1% der Fille
unter ungeklirten Epilepsien beginnend im ersten Lebensjahr vorkommt. Ein partielles Ansprechen auf
antiepileptische Medikamente, eine normale Entwicklung bis zum dritten Lebensjahr und anfallsfreie
Intervalle ohne Pyridoxintherapie sowie eine besondere Empfindlichkeit fiir das Auftreten von Anfillen
bei Fieber und Infekten auch nach dem 6. Lebensjahr kénnen definitierte Epilepsie-Phinotypen wie das

Dravet-Syndrom imitieren.

Die PNPO-Defizienz scheint in Fillen von ungeklirten frithkindlichen Epilepsien sehr selten zu sein, was
auf die im Vergleich zu PDE niedrigere Privalenz und den schwereren Phinotyp zuriickzufithren ist. Das
Fallbeispiel eines 3'2-jihrigen Patienten mit einem klassischen Phinotyp zeigt, dass eine frithzeitige

Diagnose und Behandlung entscheidende Faktoren fiir eine normale psychomotorische Entwicklung sind.

Zusammenfassend sind Vitamin Be-Defizienzen sehr seltene, jedoch gut behandelbare Ursachen fiir
ungeklirte, schwere Epilepsien im frihen Kindesalter. Ein friher Therapiebeginn innerhalb der ersten
Lebenstage stellt zusammen mit dem Genotyp, den vorhandenen Komorbidititen und Umweltfaktoren
die wichtigsten Einflussfaktoren fiir die Langzeitprognose und die geistige Entwicklung der Patienten dar.
Ein Behandlungsversuch mit PLP und Pyridoxin sollte in alle Therapieprotokolle fir frihkindliche
Anfille eingeschlossen werden. Die molekulargenetische Analyse bietet eine sichere Methode zur
Bestitigung der Diagnose und kann durch metabolische Untersuchungen unterstiitzt werden. Weitere
Studien sind notwendig, um die Genotyp-Phinotyp-Korrelation genauer zu charakterisieren, neue
atypische Phinotypen zu identifizieren und die Therapie hinsichtlich des Langzeit-Outcomes zu

optimieren.
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