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1 Einleitung

1.1 Vorwort zu Epilepsien: Epidemiologie, Klassifikation, Atiologie

Epilepsien, Fieberkrampfe und epileptische Anfalle bei Neugeborenen zéhlen zu den haufigsten
Erkrankungen des zentralen Nervensystems im Kindesalter (1). Die Lebenszeitpravalenz liegt
weltweit fir afebrile epileptische Anfélle bei bis zu 5% (2). Von einer Epilepsie sind circa 3%
aller Menschen in ihrem Leben betroffen (3). Im Kindes- und Jugendalter betrégt die
Neuerkrankungsrate an Epilepsien jahrlich zwischen 50 bis 100/100.000 (4). Am haufigsten
manifestieren sie sich innerhalb des ersten Lebensjahres mit einer Inzidenz von 146/100.00/Jahr
(1, 4).

Nach der aktuellen Klassifikation der Internationalen Liga gegen Epilepsie (Commission on
Classification and Terminology of the International League Against Epilepsy) umfassen die
neuen Kriterien zur Diagnose einer Epilepsie eine der folgenden Charakteristika: 1. mindestens
zwei unprovozierte® Anfille, die mehr als 24 Stunden auseinanderliegen, 2. ein unprovozierter
Anfall mit einem hohen Wiederholungsrisiko innerhalb der nédchsten zehn Jahre (ca. 60 %,
entspricht dem Risiko in Punkt 1) und 3. die Diagnose eines Epilepsiesyndroms (5). Als
zugrundeliegend werden auf zellularer Ebene Dysfunktionen in Form synchronisierter,
hochfrequenter neuronaler Entladungen in verschiedenen Arealen des zentralen Nervensystems
angesehen. Je nach Ursprungsort kommt es zu einer erheblichen Variation in der

Anfallssemiologie (6).

In der aktuellen Klassifikation der Epilepsien werden Atiologie, Anfallscharakteristik und
Epilepsieform berlcksichtigt. Anfalle konnen einen generalisierten und/oder fokalen Charakter
aufweisen. Unter generalisierten Anféllen versteht man nach der aktuellen Klassifikation den
Beginn neuronaler Entladungen in einem Areal des Gehirnes mit rascher bilateraler Ausbreitung
uber beide Hemispharen. Es kénnen sowohl kortikale als auch subkortikale Strukturen betroffen
sein. Im Gegensatz dazu beschrénken sich fokale Anfélle auf eine Hemisphare und kdnnen ggf.
einen Ruckschluss auf den Ursprungsort ermdglichen. Entsprechend werden auch die Epilepsien
in generalisierte und fokale Formen unterteilt. Die bisherige atiologische Klassifikation von

Epilepsien in idiopathisch, kryptogen und symptomatisch wurde abgeldst durch genetisch,

! Mégliche Provokationsfaktoren kénnen u.a. Lichtreize, Alkoholentzug oder Fieber sein.



unbekannt und strukturell/metabolisch®’. Bei genetischen Epilepsien wurden mono- oder
polygenetische Ursachen diagnostiziert oder werden als zugrundeliegend vermutet. Die
Terminologie ,,unbekannt* impliziert genetische/strukturelle Mechanismen, die bislang aber nicht
identifiziert werden konnten (8, 9). Die letzte Einteilung beinhaltet nachweisbare strukturelle
Verénderungen oder Erkrankungen des Gehirnes u.a. Enzephalopathien verschiedenster Genese,
intrakranielle Tumoren, zerebrovaskuldre Erkrankungen und kongenitale Syndrome. Weitere
Ursachen sind Infektionen des zentralen Nervensystems und traumatische Ereignisse (2, 10).

Die Relevanz von Epilepsien beruht neben der hohen Zahl der Betroffenen auch auf der teilweise
erheblich eingeschrankten Lebensqualitat. In schweren Féllen kann es bei den Betroffenen zu
schwerwiegenden kognitiven Einbuen, neuropsychologischen Dysfunktionen und lebenslanger
Medikamenteneinnahme kommen. Zudem tritt die Erkrankung bei Kindern und Jugendlichen in
einer hoch vulnerablen Phase der Entwicklung auf und greift in die Entstehungs- und
Reifungsprozesse der Personlichkeit ein (11, 12). Darlber hinaus sind auch aus
gesundheitsokonomischer Perspektive die Kosten der medizinischen, therapeutischen und

rehabilitativen Interventionen fiir unsere Gesellschaft nicht zu unterschatzen (13).

1.2 Genetische Verdnderungen als Ursache von Epilepsien bei padiatrischen
Patienten

Die Befassung des Menschen mit Epilepsien reicht lange bis in die Antike zuriick. Wahrend
Krankheiten zu jener Zeit als Einfluss Ubernatirlicher Krafte betrachtet wurden, sprach
Hippokrates als Erster in seiner klassischen Abhandlung ,,liber die Heilige Erkrankung™ tber eine
Dysfunktion des Gehirns und zog die Mdglichkeit genetischer Ursachen in Betracht (14). Die
Erforschung der Epilepsien wurde zunédchst durch die Klassifikation einzelner
Anfallssemiologien und spéter durch das Aufkommen der molekularen Genetik, intrakranielle
Bildgebungsverfahren und statistische Methoden revolutioniert. Ein wichtiger Meilenstein wurde
in den 1960ern gesetzt, als William Lennox die Weichen fur die Auffassung einer
multifaktoriellen Genese stellte (15). In diversen Studien zur Erforschung genetischer Ursachen

wurden bei Zwillingen Konkordanzraten mono- und dizygoter Geschwister miteinander

2 Erweiterte Konzepte der Internationalen Liga gegen Epilepsie (2017) zur Klassifikation der Atiologie umfassen
folgende Einteilung: genetisch, strukturell, metabolisch, immun, infektiés und unbekannt (7).



verglichen und Familien mit mehreren Betroffenen oder einer Anfallshdufung Uber Generationen
untersucht. Dabei konnte bei gleicher genetischer Veranlagung eine starke klinische Variation
und Heterogenitat des Phanotyps gezeigt werden (16), was ein Zusammenspiel aus genetischen

und umweltbedingten Faktoren vermuten lieR.

Bei schatzungsweise 70-80 % der Epilepsien werden zugrundeliegende Genveranderungen
vermutet. Genetisch generalisierten Epilepsien wie der Absence-Epilepsie des Kindes- und
Jugendalters (CAE, JAE) und der juvenilen myoklonischen Epilepsie (JME) werden eine
komplexe/polygenetische Genetik zugeschrieben. Dagegen geht man bei einigen fokalen
Epilepsie-Syndromen wie der autosomal-dominanten né&chtlichen Frontallappenepilepsie
(ADNFLE) und der autosomal-dominanten Epilepsie mit auditorischen Auren (ADEAF) von
einem monogenetischen Pathomechanismus® aus (17-19). Identifiziert wurden bisher zahlreiche
Mutationen, die spannungsgesteuerte Kandle Gber Natrium- und Kaliumionen sowie
ligandengesteuerte Kandle mit GABAAa- und nikotinergen Acetylcholin-Rezeptoren beeinflussen
(17, 20, 21). Zudem richten neueste Studien den Fokus immer mehr auf diverse zellulére

Pathomechanismen (17).

Die Epilepsiegenetik hat das Verstandnis der Epilepsien grundlegend veréndert. Es bleiben aber
noch viele Fragen offen. So wurde bisher nur ein Bruchteil der verantwortlichen
Genverénderungen identifiziert. Da Mutationen in verschiedenen Genen urséchlich fir das
gleiche Krankheitsbild sein konnen (genetische Heterogenitdt) und umgekehrt einzelne
Veranderungen zu verschiedenen Krankheitsbildern unterschiedlicher Schweregrade flhren
konnen (phénotypische Heterogenitat), bleibt die Genotyp-Phanotyp-Korrelation noch
unverstanden. Ebenso bedarf es weiterer Forschung bzgl. des moglichen Einflusses und der
Relevanz sowohl von hdufigen als auch seltenen Sequenzvarianten (16, 20, 22). Diese
Komplexitat stellt Kliniker vor groRe Herausforderungen. Diese Annahme soll das Dravet-
Syndrom verdeutlichen, das bis dato zu den wichtigsten genetisch bedingten Epilepsie-
Syndromen zéhlt. Zu etwa 80 % finden sich bei Patienten mit dieser Epilepsieform Mutationen
im SCN1A-Gen, welches eine Natrium-Kanal-Untereinheit kodiert. In 15 % der Félle sind keine

Genveranderungen zu finden, was andere ursachliche Mutationen nahelegt, die den gleichen oder

% Es ist eine phanotypische Variabilitat innerhalb der Familien vorhanden, welche modifizierende Faktoren
(genetisch oder Umwelt) als wahrscheinlich erscheinen lasst.



einen dhnlichen Phanotyp verursachen. Gleichzeitig bedeutet aber ein SCN1A-positiver Befund
nicht, dass der Betroffene das klinische Bild eines Dravet-Syndroms aufweisen muss (23).

1.3 SLC2Al-Mutationen

Mutationen und Deletionen im SLC2Al1-Gen sind aufgrund des entstehenden zerebralen
Glukosemangels Ursache fir schwerbehandelbare Enzephalopathien. Das klassische GLUT1-
Defizienz-Syndrom wurde erstmalig 1991 von de Vivo et al. beschrieben. Es wurde
charakterisiert als eine gegentber der antikonvulsiven Therapie resistente Epilepsie mit Beginn
im S&uglingsalter und friher psychomotorischer Entwicklungsstérung. Zusatzlich wurden
komplexe Bewegungsstorungen, Ataxie und Dystonie, muskuldre Hypotonie oder Spastik sowie
erworbene Mikrozephalie beobachtet (24). Da verschiedene Anfallstypen auftreten kdnnen, kann
kein typisches Anfallsmuster beschrieben werden. Bei Sauglingen stehen nach bisherigen
Erkenntnissen auffallige Augenbewegungen, zyanotische Anfélle und plétzliche Tonusverluste
im Vordergrund; im Kindesalter dominieren myoklonische und generalisierte Anfélle und bei
Erwachsenen vor allem Bewegungsstérungen (25, 26).

Mutationen in SLC2AL treten héufig als sporadische de novo-Ereignisse auf. Es wurden
autosomal-dominante und seltener autosomal-rezessive Erbgange beschrieben (27-29). Anhand
von Knockout-Mausen wurde nachgewiesen, dass homozygote Allele in utero letal sind fiir die
betroffenen Tiere (30). Der GLUT1-Defizienz liegen heterozygote Mutationen zugrunde, auch
eine Deletion des kompletten Gens wurde nachgewiesen. Es wurden zahlreiche Mutationstypen
beschrieben: Missense- oder Nonsense-Mutationen, Frameshift-Mutationen, Translationen,
Insertionen und Spleil3-Mutationen (30-35). Einige der Mutationstypen wie Frameshift-
Mutationen oder multiple Deletionen von Exonen wurden mit einer schweren klinischen
Prasentation in Zusammenhang gebracht; Missense-Mutationen hingegen mit einer milderen
Klinik. Diese &uRerte sich u.a. in Form einer milden geistigen Retardierung und dem spéteren
Auftreten epileptischer Anfélle (34, 36, 37). Daneben wurden in einer Arbeit bei vier Patienten
mit der gleichen Missense-Mutation Variationen des Phanotyps beschrieben, sodass andere

modifizierende Mechanismen vermutet werden (31, 31).



Das phénotypische Spektrum ist sehr breit gefachert und wurde in den letzten Jahren in
verschiedenen Studien kontinuierlich erweitert. Erstmalig identifizierte eine Arbeitsgruppe
SLC2AL1 als urséchliches Gen fiir paroxysmal bewegungs-induzierte Dyskinesien (PED). PED
werden bei defektem Glukosetransporter durch das bei langerer Aktivitdt entstehende
Energiedefizit verursacht und &uBern sich in Form von charakteristischen Bewegungsstérungen
nach langerer Bewegung mit einer Dauer von circa 15-60 Minuten, seltener bis zu 120 Minuten
(38). Eine weitere Gruppe arbeitete zusétzlich heraus, dass GLUT1-Mutationen PED mit und
ohne Epilepsie verursachen koénnen, in der Regel autosomal-dominant vererbt (39, 40). Neben
Bewegungsstorungen wurde ein kohlenhydratabhéngiger Phénotyp beobachtet: In Situationen des
Fastens kam es zu einer deutlichen Verschlechterung der neurologischen Symptomatik mit
eindrucksvoller Besserung bei Kohlenhydrateinnahme (41). In einer Kohortenstudie, die
Probanden ausschlielich mit frihkindlicher Absence-Epilepsie umfasste (Early-onset Absence
Epilepsy, EOAE, Beginn unter vier Jahren), wurden bei 4/34 Probanden (12%) drei Missense-
Mutationen und eine Spleil3-Mutation im intronischen Bereich nachgewiesen. Infolgedessen
wurde eine SLC2A1-Analyse bei dieser Entitat empfohlen (42). In einer groRen Familienstudie
wurden bei verschiedenen Familienmitgliedern Uber mehrere Generationen unterschiedliche
Phanotypen mit einem GLUT1-Defekt in Verbindung gebracht. Unter den Mutationtragern
wiesen 12/15 ein Epilepsie-Syndrom auf und 7/15 PED. Unter den Epilepsien waren genetisch
generalisierte Epilepsien mit Absencen beginnend in der friihen Kindheit bis ins
Erwachsenenalter, myoklonisch-astatische und fokale Epilepsien zu verzeichnen. Zusatzlich
wurden auch in dieser Studie Mutationen bei (iber 10 % der Patienten mit EOAE diagnostiziert.
Somit zeigte sich die GLUT1-Mutation als wichtige monogentische Ursache fiir genetisch
generalisierte Epilepsien und sollte vor allem bei dominanter Vererbung Uber mehrere

Generationen und insbesondere bei gleichzeitigem Auftreten mit PED bedacht werden (43)

1.4 Die Rolle von GLUT1 im zentralnervosen Stoffwechsel

Glukose (GLUT)-Transporter sind Proteine und weisen in den unterschiedlichen Organen, in
denen sie vorkommen, nur wenige Sequenzunterschiede auf (24). Diese Carrier sind
verantwortlich fur den passiven Transport von Glukose Uber erleichterte Diffusion. Bisher sind

14 unterschiedliche Transporter bekannt. Es wird differenziert zwischen insulinabhéngigen und -



unabhangigen Transportern. Letztere, zu denen auch GLUT1 z&hlt, kénnen eine konstante, von
Insulin und der Nahrungsaufnahme unabh&ngige Energieversorgung des Gehirns gewahrleisten
(44, 45). Das Glukose-Transporter-Protein 1, bestehend aus tber 492 Aminoséuren, ist der am
haufigsten vorkommende Typ und in vielen Saugetierzellen verbreitet. Es gewahrleistet den
basalen Transport von D-Glukose entlang der Blut-Hirn-Schranke (24, 46). GLUT1 wird
konstitutiv als membrangebundenes Glykoprotein u. a. in Erythrozyten, in den Hirngefalen und
in Astroglia exprimiert (47, 48). Insbesondere Hirnkapillaren besitzen nicht nur groe Mengen an
messenger-RNA fur GLUT1 (49), sondern auch eine zehnfach héhere Dichte des Transporters als
andere Gewebe (50). Der Transporter wird durch das SLC2A1-Gen (solute carrier family 2
(facilitated glucose transporter), member 1, SLC2A1) kodiert und ist auf dem kurzen Arm von
Chromosom 1, an der Position 1p35-p31.3, lokalisiert. Das SLC2A1-Gen besteht aus zehn Exons,
neun intronischen Bereichen und einer Promotor-Region (51). GLUTL ist ein Protein mit zwolf
transmembranésen Domanen. Die Domadnen durchspannen in Form von Alpha-Helices die
Zellmembran, intrazelluldr befinden sich Amino- und Carboxylenden. Die Helices 6/7 werden
durch eine groRe intrazellulare Schleife voneinander abgegrenzt (52). Die nachfolgende
Abbildung veranschaulicht die Struktur von GLUT1 und wurde vorab verdffentlich durch

Pascual et al.
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Abbildung 1: Struktur Glukose-Transporter-Protein 1

Das graue Rechteck stellt die Plasmamembran dar, in deren Vordergrund die Helices von GLUT1 mit den
zytoplasmatischen Amino- (links) und Carboxyltermini (rechts) dargestellt sind. Die extrazellulare Matrix befindet
sich oberhalb der Membran. In dieser Abbildung entsprechen die Nummerierungen der Lage von Missense-
Mutationen (Quelle: Pascual et al. (53)).

1.5 Diagnostischer Pfad der GLUT1-Defizienz
1.5.1 Lumbalpunktion

Da GLUT1 die einzige Mdoglichkeit des Glukose-Transportes tber die Blut-Hirn-Schranke
darstellt, spiegelt sich ein Defekt des Transportes in einer reduzierten intrazerebralen Aufnahme
von Glukose im Liquor cerebrospinalis (Hypoglykorrachie) wider (24, 31, 54). Gemessen werden
sowohl die Konzentration der Glukose im Liquor (normal 60-85 mg/dl) als auch das Verhaltnis

zwischen Liquorglukose und Blutglukose (normal > 0,5).

Um falsch hohen Ergebnissen vorzubeugen, sollte die Punktion nach einer mindestens
vierstlindigen Fastenzeit vorgenommen werden. Dringend zu empfehlen ist zudem die vorherige
Blut-Glukose-Konzentrations-Bestimmung, um einer Stressinduktion zuvorzukommen. Eine
verminderte Glukose-Konzentration im Liquor kann u. a. bedingt sein durch eine
Subarachnoidalblutung und Meningitiden verschiedener Atiologie. Bei entsprechenden

klinischen Auffalligkeiten und Ausschluss von Differentialdiagnosen sollte eine GLUTL1-
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Defizienz in Betracht gezogen werden. Somit z&hlt die Lumbalpunktion zu einem der wichtigsten
diagnostischen Mittel (51, 54). Der so gewonnene Liquor sollte neben Glukose auch auf Laktat,
Zellzahl und Proteine untersucht werden. Die zwei letztgenannten Parameter sind in der Regel
normwertig. Die CSF-Blut-Glukose-Ratio (CSF, cerebrospinal fluid) nimmt diagnostisch einen
wesentlich hoheren Stellenwert ein als die absolute Glukose-Konzentration. Dabei betragt im
Allgemeinen beim Gesunden die durchschnittliche Ratio = 0,6. In mehreren Studien wurde
gezeigt, dass Betroffene mit einem GLUT1-Defekt im Schnitt eine Ratio von 0,33-0,37
aufwiesen, die sich von 0,19 bis 0,46 erstreckte (25, 31, 54). In einigen Einzelféallen hingegen
wurden bei nachgewiesener SLC2A1-Mutation deutliche Abweichungen davon gefunden mit
einer Ratio von 0,46-0,59 (38, 55). Ein weiterer differentialdiagnostisch wichtiger Parameter im
Liquor cerebrospinalis ist die erniedrigte bis normale Laktat-Konzentration von 0,97-1,0 mmol/L
(54). Vermehrt wird Laktat hingegen im Rahmen erhéhter anaerober Glykolyse bei

Hypoglykorrhachie anderer Atiologie zur Energiegewinnung produziert (56).

1.5.2 Zerebrale Bildgebung

Die bildgebenden Verfahren im Kontext der GLUT1-Diagnostik haben eine insgesamt
nebensachliche Rolle. In der Magnetresonanztomografie (MRT) wurden vereinzelt unspezifische
Auffalligkeiten wie die Erweiterung der inneren und &uferen Liquorraume (51), dezente
Hirnhypotrophien (57) und eine verzdgerte Myelinisierung (24) beschrieben. Bei einigen
Patienten wurde in der T2-Wichtung eine Betonung der subkortikalen U-Fasern gefunden,
welche  Verbindungen benachbarter Areale im Cortex darstellen (58). In der
Positronenemissionstomografie (PET) ist bei einigen Betroffenen die kortikale Glukose-
Aufnahme vermindert (59); bei Betroffenen mit bewegungsinduzierter Epilepsie ist die
Aufnahme von Fluordesoxyglukose u. a. im Putamen erhéht und bilateral im Thalamus reduziert
(39).

1.5.3 Elektroenzephalogramm (EEG)

Bei Betroffenen der GLUT1-Defizienz wurde in bisherigen Studien als gemeinsames und
haufigstes Merkmal im EEG eine unaufféllige interiktale Aktivitat beschrieben. Abweichungen
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traten bei Sauglingen in Form von fokalen epileptischen Entladungen und Verlangsamung auf;
bei Kindern ab dem zweiten Lebensjahr in Form von paroxysmalen generalisierten 2.5-4 Hz
Spike- oder Polyspike-Entladungen (31, 60-62). Eine Besonderheit zeigen die Ableitungen bei
jenen Betroffenen, die einen kohlenhydratabhédngigen Phanotyp aufweisen. lhr EEG
unterscheidet sich in den pra- und postprandialen Aufnahmen in der Hinsicht, dass nach
Nahrungsaufnahme die epileptischen Entladungen deutlich rucklaufig sind (28, 63).

1.5.4 Genetische Testung

Die molekularbiologische Mutations-Analyse stellt den Goldstandard dar und ist somit der
wichtigste diagnostische Schritt, da die Mehrheit der Betroffenen eine pathogene Veranderung im
SLC2A1-Gen aufweist. Das gangigste Verfahren stellt die direkte Sequenzierung nach der
Sanger-Methode dar (32).

1.6 Therapeutisches Konzept der GLUT1-Defizienz

Patienten, bei denen ein GLUT1-Defekt diagnostiziert wurde, steht eine spezifische
Behandlungsmaoglichkeit, die ketogene Diét, zur Verfigung. Durch die ketogene Diét werden
dem zentralen Nervensystem Ketone statt Glukose als Energielieferanten zur Verfiigung gestelit.
Dabei werden die Ketonkorper B-Hydroxybutyrat und Acetoacetat in der Leber produziert und
kdnnen ber Monocarboxylat-Transporter die Blut-Hirn-Schranke passieren (64). Die Diét stellt
per se kein neues Verfahren dar und hat sich bereits in der Vergangenheit bei
schwerbehandelbaren Epilepsien des Kindesalters als wirksam erwiesen. Sie ist hochkalorisch
und kohlenhydratarm mit einem festen Verhaltnis von Fett zu einem Gemisch aus Proteinen und
Kohlenhydraten. Die Diat wurde im friihen 20. Jahrhundert im Rahmen der Erforschung
biochemischer Vorgénge des Fastens entdeckt und imitiert jenen Prozess (65). Im Zeitalter der
aufkommenden Antikonvulsivatherapie war der Einsatz dieser Therapiemethode ricklaufig. Mit
der Erstbeschreibung der de Vivo Krankheit und der Erforschung der zugrundeliegenden

Pathophysiologie erhielt die ketogene Diéat eine essentielle Bedeutung (24).

Die Diat setzt sich nach dem klassischen von John Hopkins erstellten Protokoll zusammen. Es

wird das bereits genannte Verhéltnis gewahlt mit ergédnzender Gabe von Vitaminen und

13


https://de.wikipedia.org/wiki/3-Hydroxybutans%C3%A4ure
https://de.wikipedia.org/wiki/Acetoacetat

Elektrolyten. Dariiber hinaus wird der Proteinanteil so berechnet, dass fir die Kinder keine
Gefahr einer Wachstumsretardierung besteht (66). Bei diesem Protokoll finden hauptsachlich
langkettige Fettsduren Anwendung, wobei auch modifizierte Varianten mit mittelkettigen
Fettsauren (57) und eine modifizierte Atkins Diat bei GLUT1-Betroffenen zur Besserung fiihrten.
Die Atkins Didt ist bezogen auf die totale Kalorienzufuhr und die Flissigkeitsaufnahme weniger
restriktiv (67), es wird lediglich die Kohlenhydratmenge pro Tag streng limitiert. Sobald der
Verdacht auf eine GLUT1-Defizienz besteht, sollte die Therapieeinleitung so frih wie méglich
begonnen und bis ins Erwachsenenalter fortgesetzt werden (68). Der Zeitpunkt ist insbesondere
vor dem Hintergrund wichtig, dass Kinder im Vergleich zu Erwachsenen effektiver Ketonkorper

generieren und diese fiir die Versorgung des zentralen Nervensystems nutzen kénnen (66).

Unter der ketogenen Diat sind epileptische Anfalle bei SLC2A1-Defekten deutlich riicklaufig bis
hin zur Anfallsfreiheit, sodass Antikonvulsiva entbehrlich sein kénnen. Zudem kann es zur
Besserung der Bewegungsstorungen kommen (55). Wahrscheinlich flhrt eine frihzeitige
Behandlung auch zu einem deutlich besseren kognitiven Outcome und selteneren sekundéren
Folgeschaden. Diese Annahme mudsste in weiteren Studien verifiziert werden. Die ketogenen
Diéaten stellen somit die Erstlinientherapie der GLUT1-Defizienz dar. Sie sollten in der klinischen
Anwendung jedoch achtsam genutzt werden. Neben einer insgesamt guten Vertraglichkeit sind
einige Nebenwirkungen beschrieben worden. Im Rahmen der anfénglichen Hospitalisierung
wurden bei den Kindern kurzzeitig und gut therapierbar gastrointestinale Beschwerden,
Hypoglykamie und Dehydratation beobachtet (69, 70). Langer anhaltende Probleme kénnten am
haufigsten Abweichungen im Lipidhaushalt wie Hypercholesterindmie, seltener Nierensteine,
rezidivierende Infekte und metabolische Ereignisse wie Hypokalzdmie darstellen (69). Sehr
seltene gravierende Nebenwirkungen wie kardiologische Komplikationen wurden bisher in
Zusammenhang mit der GLUT1-Defizienz nicht beobachtet (25); der einzige beschriebene

Todesfall war durch eine hdmorrhagische Pankreatitis bedingt (71).
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1.7 Wissenschaftlicher Zweck und angestrebtes Ziel

Die Varianz des phanotypischen Spektrums der GLUT1-Defizienz ist breiter gefachert als
anfangs gedacht. Zudem konnten Probleme wie die Ermittlung der Prdvalenz und damit die
tatsachliche Relevanz im klinischen Alltag nicht vollstandig geldst werden. In bisherigen Studien
wurde ein stark selektiertes Patientengut untersucht, es wurden ausschlieBlich Patienten
eingeschlossen, die in Universitatskliniken behandelt wurden. Um Erkenntnisse Uber die
Relevanz von Krankheitsgenen zu gewinnen, bedarf es jedoch bevoélkerungsbasierter Studien.
Vor diesem Hintergrund wurde in diesem Projekt erstmals im Kontext der GLUT1-Forschung ein
populationsbezogenes Patientenkollektiv aus Nord-Schleswig-Holstein untersucht. Die
geographische Lage stellt im Sinne einer ,,Isolation durch die Nordsee, Ostsee und die dénische
Grenze eine einmalige Chance zur Ermittlung der Pravalenz dar. Zusétzlich fuhrten wir ein
Screening bei  padiatrischen  Patienten mit neu diagnostizierter Epilepsie  oder

Bewegungsstorungen durch, die in unserem neuropadiatrischen Zentrum rekrutiert wurden.

Ziele der hier vorgestellten Untersuchung waren

- die Ermittlung der Prévalenz von SLC2A1-Mutationen bei padiatrischen Patienten in einer
Population aus einer definierten Region Norddeutschlands,

- die Beschreibung des phéanotypischen Spektrums durch das systematische Screening bei
Erstvorstellung und durch Untersuchung einer groRen Kohorte bestehend aus Patienten
mit verschiedenen epileptischen Syndromen sowie

- einen Beitrag zum besseren Verstandnis der GLUT1-Defizienz zu leisten und abhangig
von Pravalenz und phanotypischem Spektrum die Relevanz einer frihzeitigen oder gar

regelhaften GLUT1-Testung zu prifen.
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2 Material und Methoden

2.1 Probanden

Von allen an unserer Arbeit teilnehmenden Probanden und deren Eltern lag eine
Einverstandniserklarung vor. Zudem wurde diese Studie der Ethikkommission der Medizinischen
Fakultat der Christian-Albrechts-Universitdt zu Kiel vorgelegt und von ihr begutachtet
(Aktenzeichen A 115/02 und A 116/02).

2.2 Prospektive Rekrutierung, Kohorte

Im Rahmen der prospektiven Studie wurden von Juli 2012 bis Marz 2013 Patienten mit
Epilepsien, Fieberkrampfen und Bewegungsstorungen ohne Anfélle rekrutiert, die sich neu in
unserem neuropadiatrischen Zentrum an der Universitatsklinik Schleswig-Holstein (UKSH),

Campus Kiel oder im Norddeutschen Epilepsiezentrum, Schwentinental-Raisdorf, vorstellten.

Probanden mit strukturell-bedingten Epilepsien wurden aus der Studie ausgeschlossen. Es
wurden Kinder und Jugendliche von 0 bis 18 Jahre eingeschlossen. Bei Erstvorstellung und
entsprechender Verdachtsdiagnose wurden die Eltern der Patienten Uber die genetische
Untersuchung aufgeklart. Nach Erhalt der Einverstandniserklarung wurde das Probenmaterial
Uber eine vendse Venenpunktion entnommen. Im Rahmen einer reguldr notwendigen
Blutentnahme in der neuropédiatrischen Sprechstunde wurde ein zusétzliches Réhrchen fur die

Forschung entnommen, sodass es nicht zu einer zusatzlichen Traumatisierung der Kinder kam.

2.3 Populationsbasierte padiatrische Epilepsie-Kohorte (PopGen)

Die Rekrutierung der Patientenkohorte im Rahmen von PopGen war zu Beginn dieser Arbeit
bereits abgeschlossen und nicht Teil des hier vorgestellten Projektes, sie wird hier lediglich der
Vollstandigkeit halber dargestellt.

Das PopGen-Projekt (Populationsgenetik) wurde vom Bundesministerium fir Bildung und
Forschung (BMBF) innerhalb des Nationalen Genomforschungsnetzes geférdert. PopGen wurde
am  Universitatsklinikum  Schleswig-Holstein, Campus  Kiel,  durchgefiihrt  vom
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Institut fir Medizinische Statistik und Informatik und der Mukosaforschungsgruppe an der Klinik
fir Allgemeine Innere Medizin. Das Projekt umfasste mit Datenerhebung und Probensammliung
insgesamt drei Jahre von 2004 bis 2007. Ende 2004 wurden die ersten Patienten angeschrieben,
die erste Probe wurde 2005 im Labor erfasst und der letzte Probeneingang war am 24.08.2007.

Insgesamt sind 347 Probanden mit Epilepsien und Fieberkrampfen eingeschlossen worden.

Im Folgenden wird die Rekrutierung beschrieben. Zunéchst erfolgten die Ausarbeitung von
Fragebdgen zur Erhebung einer detaillierten Anamnese (weiter unten im Text beschrieben) und
das Anschreiben aller Chefarzte und einiger Arzte, die schwerpunktmaRig Epilepsiepatienten
betreuten. Als néchstes besuchten &rztliche Mitarbeiter aus der Klinik fur Neuropé&diatrie alle
Zentren bzw. Kollegen aus Kiel und norddstlich des Kanals bis zur dénischen Grenze. Anhand
der Einschlusskriterien wurden nur die diagnostisch gesicherten Patienten angeschrieben. Die
personlichen Daten wurden getrennt von den Probendaten gespeichert und die Proben durch eine
fortlaufende Strichkodierung anonymisiert, sodass keine Informationen auf den Spender
zurtickbezogen werden konnte. Uber die Cheférzte erfolgte das Anschreiben der Eltern und nach
Eingang der Einverstandniserklarung die Versendung der Fragebdgen. Das Blut entnahmen die
betreuenden Hausérzte Uber ein mitgesendetes Blutentnahme-Set fur 3x10 ml peripher vendses
Blut.

Einschlusskriterien
In die Studie aufgenommen wurden alle Patienten unter 18 Jahre mit

= gesicherten Epilepsien, unabhangig von der Genese, unabhangig auch, ob Anfélle auftraten
oder eine Anfallsfreiheit bestand oder ob eine Therapie notwendig war oder nicht. Auch
strukturelle/metabolische Epilepsien wurden erfasst.

= mindestens zwei unprovozierten Anféllen. Mehrere Anfélle, die innerhalb von 24 Stunden
auftraten, wurden als ein einzelner Anfall gewertet.

= Fieberkrampfen. Diese wurden erfasst, spater dann von den Epilepsien unabhangig betrachtet:
Fieberkrampfe mit Epilepsie oder Fieberkrampfe als einzige epileptische Manifestation.

= Neugeborenenanféllen, definiert als epileptische Anfalle in den ersten 28 Lebenstagen.
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Ausschlusskriterien
Ausgeschlossen aus der Studie wurden Patienten mit

= Synkopen oder synkopenverdéachtigen Zustéanden.
= anfallsverdéchtigen Zusténden.
= ungeklarten Paroxysmen.

= nur einem Anfall.

2.4 Fragebogen PopGen

Der Fragebogen fiir die PopGen-Kohorte umfasste eine detaillierte Anamnese (siehe Anhang).
Nach Entschlusselung der Rohdaten wurden zusammenfassend u.a. folgende Bereiche erfragt:

= Nebendiagnosen wie z. Bsp. Herzleiden, Diabetes mellitus oder
neurologische/psychiatrische Symptome

= Schwangerschaftsverlauf, Geburtskomplikationen und Entwicklungsstérungen bzgl.
Sprache und Psychomotorik

= Ausfihrliche Familienanamnese bzgl. Epilepsie, Herkunft der Eltern (nordlich des Kanals

oder aus Kiel)
= Medikamentdse Einstellung, Auswirkung der Medikamente auf die Lebensqualitét
= Alter der Patienten bei der Blutentnahme, Gewicht, Grof3e, Geschlecht

= Ausfiihrliche Anamnese bzgl. des Anfallbeginns, der Schwere und der Art

2.5 Molekularbiologische Methoden

Unter Punkt 2.6 werden alle Materialien aufgefthrt.

2.5.1 Probensammlung und Konservierung

Die Blutproben wurden in 7,5 ml EDTA-Monovetten abgenommen und bis zur

Weiterverarbeitung bei -20°C eingefroren.
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2.5.2 DNS-Extraktion aus Blut mit dem QlAamp Blood Midi Kit von Qiagen®

Die Extraktion erfolgte nach dem Protokoll fur Vollblut aus dem Handbuch des Herstellers fur
QlAamp Blood Kits von Qiagen®. Vor Beginn der Extraktion wurden die Blutproben bei
Raumtemperatur fur ca. 30 min aufgetaut. AnschlieBend wurden 200 pl Serinprotease in ein 15
ml Zentrifugenréhrchen pipettiert, 1-2 ml Blut hinzugefiigt und vorsichtig geschwenkt. Die
Protease hat die Funktion der Lyse, der Proteinverdauung und der Entfernung von
Proteinbindungen zur DNS. Im né&chsten Schritt wurden 2,4 ml Lysepuffer (AL-Buffer)
hinzugesetzt und das Roéhrchen ca. 15x umgeschwenkt, gefolgt von einem kréftigen Schutteln des
Ansatzes fur 1 min bis eine homogene Ldsung entstand. Der Lysepuffer bricht Phospholipid-
Membranen der Zelle und der Kernmembranen auf und setzt so DNS frei, auBerdem schafft er
einen fur die DNS optimalen pH-Bereich. Die Losung wurde danach fur 10 Minuten bei 70°C in
einem Brutschrank inkubiert. Nach Zugabe von 2 ml Ethanol (96%-100%) wurde erneut 10x
geschwenkt und kraftig manuell geschuttelt. Das Ethanol &andert das Loslichkeitsprodukt, sodass

die DNS ausfallt und ein Prézipitat entsteht.

AnschlieBend wurde vorsichtig eine Halfte der Losung auf eine QlAamp-Spinsaule eines neuen
15 ml Filterréhrchens mit integrierter Membran Uberfihrt und bei 1850 rpm fir 3 min
zentrifugiert. Der Salzgehalt und der pH-Wert im Lysat sorgen dafir, dass Proteine und andere
die PCR stérende Komponenten nicht in die Membran adsorbiert werden. Der Uberstand des
Zentrifugats wurde verworfen und erneut fir 3 min bei 1850 rpm zentrifugiert. Auch diesmal
wurde das Filtrat verworfen und die Probe mit 2 ml Waschpuffer 1 (AW1-Buffer) versetzt und
fiir 1 min bei 4500 rpm abzentrifugiert. Dann wurde der Uberstand jedoch nicht entfernt, sondern
mit 2 ml Waschpuffer 2 (AW2-Buffer) versetzt und bei 4500 rpm flr 15 min zentrifugiert. Die
Waschpuffer reinigen die auf der Membran haftende DNS von etwaigen Kontaminationen und
ermoglichen somit einen hohen Reinheitsgrad. Die QlAamp-Spinsdule wurde in ein neues 15 ml
Auffanggefal’ platziert und zur Elution wurden 300 pl Elutionspuffer (AE-Buffer) direkt auf die
Membran pipettiert. Das Eluat wurde 5 min lang bei Zimmertemperatur inkubiert und bei 4500
rpm fur 2 min zentrifugiert. Das Produkt wurde fur ein besseres Ergebnis wie zuvor beschrieben
ein zweites Mal abzentrifugiert. Somit konnte die DNS direkt zur Amplifikation eingesetzt oder
bei 4 °C gelagert werden. Bei dieser Herangehensweise sind DNS-Fragmente von max. 50kb, im
Schnitt 20-30kb, entstanden.
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2.5.3 Quantitative und qualitative Bestimmung der DNS

2.5.3.1 Quantitative Messung
Verwendet wurden die Arbeitslésungen von Qubit® Standards und Qubit® dsDNS BR AssayKit.
Fur jede DNS-Probe wurde jeweils ein Standard bendtigt. Der Mastermix (MM) wurde wie folgt

zusammengesetzt:

= 199 pl Puffer x Probenanzahl
= 1 ul Farbreagenz x Probenanzahl

190 pl Mastermix wurden mit je 10 pl Standard (,,Qubit® dsDNS BR Std# 1 und Std#2) versetzt.
Fur die Proben wurden 198 ul MM und 2 ul der DNS verwendet. Die Konzentrationsmessungen

erfolgen Uber den Qubit® 2.0 Fluorometer.

2.5.3.2 Qualitative Bestimmung mittels Spektralphotometrie

Die Basen der DNS konnen UV-Licht absorbieren, sodass bei Wellenlangen von 260 nm bis 280
nm Uber die Messung der Konzentration der Reinheitsgrad der Probe bestimmt werden kann.
Liegt der Quotient beider Wellenldngen zwischen 1.8 und 2.0, so kann man von einer RNS- und
proteinfreien Lésung und einer guten Qualitéat sprechen. Dabei wurden jeweils 18 ul destilliertes
Wasser zu 2 pul DNS gegeben und in Quarzkiivetten vermessen. Die Messergebnisse der Proben
in dieser Arbeit lagen zwischen 1,9 und 2,0 und somit im 0.g. gewiinschten Bereich. Sie waren
damit geeignet fur eine experimentelle Analyse.

2.5.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) beschreibt eine in vitro
Amplifikation von spezifischen DNS-Fragmenten. Die DNS-Polymerase synthetisiert einen
neuen DNS-Strang an einer Matrize und bendtigt hierfur zur Initiation freie Hydroxygruppen, die
in Form von sequenzspezifischen Primern hinzugegeben werden. Das Standard-Programm
verlauft zyklisch in drei Phasen bestehend aus einem Denaturierungs-, Annealing-, und
Elongationsschritt. Fur das SLC2A1-Gen wurden alle zehn Exons amplifiziert und sequenziert.
Die Reaktion fand in einem Volumen von 50 ul statt. Folgender Reaktionsansatz wurde jeweils
pipettiert:
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Reaktionsansatz Polymerase-Kettenreaktion

Komponenten

Volumen/Reaktion [pl]

AmpliTag Gold® 360 Master

Mix 25 pl
GC Enhancer (nur Ex1) 5 pl
5’- Primer [3.5 uM] 5 pl
3’- Primer [3.5 uM] 5 pl
DNA [50 ng/pl] 4l
Nukleasefreies H,0 11l
Volumen Total 50 ul

Tabelle 1: Rekrutierte Kohorte, Proben, Pipettierschema

Fur die Sequenzierung der PopGen-Kohorte verwendeten wir aufgrund ausreichender Qualitét

und Beurteilbarkeit hauptsachlich die Vorwaérts-Primer; nur fur die Exons 5 6 und 7_8 die

Rickwarts-Primer. Entsprechend halbierten wir den Master Mix. Die Primer wurden vor Einsatz

in groBen Ansatzen vorbereitet und auf moégliche Kontaminationen uberprift. Die PopGen-

Proben wurden auf eine Konzentration von 50 ng/pl in 100 pl Volumen eingestellt. Anders als

bei den rekrutierten Patienten wurden zur Arbeitserleichterung die PopGen-Proben im ersten

Schritt getrocknet. Dabei wurden jeweils 2 pl DNS auf eine Sequenzierplatte pipettiert und fur 1

h 40 min bei 37° Celsius inkubiert. Anschlieend wurde der Mastermix flr jedes Exon auf die

getrocknete DNS mit Multipipetten hinzugefiigt. Folgender Reaktionsansatz wurde jeweils

pipettiert:
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Reaktionsansatz Polymerase-Kettenreaktion

Komponenten Volumen/Reaktion [ul]
AmpliTag Gold® 360 Master

Mix 12,5 ul
GC Enhancer (nur Ex1) 2,5 ul
5’- Primer [3.5 uM] 2,5 ul
3’- Primer [3.5 uM] 2,5 ul
DNA [50 ng/pl] 2ul
Nukleasefreies H,0 5,5 ul
Volumen Total 25 ul

Tabelle 2: PopGen-Kohorte, Proben, Pipettierschema

Nach initialer Aktivierung der Reaktion bei 95°C fur 10 min wurden 35 Zyklen des folgenden
Reaktionsschemas durchlaufen:

Denaturierung 95 °C 30 sek
Annealing 57.3°C 45 sek
Elongation 72 °C 60 sek

Fur die Exons 1 und 3 wurden eine Annealing-Temperatur von 62,4°C und 37 Zyklen angewandt.
Als abschlieRender Schritt der PCR-Reaktion erfolgte ein Elongationsschritt fiir 7 min bei 72°C.
Die Proben wurden anschlieRend abgekihlt und bei 4 °C gelagert. Fiir langfristige Aufbewahrung
wurden die PCR-Produkte bei -20 °C eingefroren. Die so gewonnenen DNS-Fragmente konnten

anschlielend mittels Agarosegelelektrophorese analysiert werden.

2.5.5 Agarosegel-Zubereitung

Es wurden 1,5 % Gele hergestellt: 6 g Biozym® LE Agarosepulver wurden mit 400 ml TBE-

Puffer in einem Erlenmeyerkolben vermischt und fiir vier Minuten in einer dafur speziell
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geeigneten Mikrowelle bei 800 Watt erhitzt. Als nédchstes wurden unter Einhaltung von
Vorsichtsmalinahmen 40 pl Ethidiumbromid hinzugefuhrt und die Losung fur 20 min abgekunhlt.
Das Ethidiumbromid ermdglicht mit seiner Ringstruktur und der Komplexbildung mit der DNS
das Fluoreszieren und damit das Sichtbarwerden der Banden unter UV-Licht. Die abgekiihlte
Flussigkeit wurde anschliel3end in eine Gelapparatur mit Kammern gegossen und konnte nach ca.

40 min Polymerisationszeit genutzt werden.

2.5.6 Agarose-Gelelektrophorese

Agarosegele Uben aufgrund ihrer unterschiedlichen PorengroRe einen Siebeffekt aus, sodass
DNS-Fragmente im elektrischen Feld voneinander getrennt werden. 2 pul des PCR-Produkts
wurden mit 1 pl (10x konzentriertem) blauem Ladepuffer versetzt. Das Glycerin im Puffer dient
dazu, dass die DNS in der Geltasche verbleibt und das Bromphenolblau sorgt fur die farbliche
Kennzeichnung. 2,5 pl eines DNS-Markers (GeneRuler 1kb Plus DNS Ladder, 0,5 pg/ul, 50 pg)
wurden zur Abschéatzung der jeweiligen DNS-Fragmente als Ldangenstandard in die erste
Geltasche pipetttiert, in die darauffolgenden Geltaschen Probenmengen von jeweils 3 pl. Die
Proben wanderten im elektrischen Feld fiur ca. 30-45 Minuten im Agarosegel bei einer Spannung
von 180V. Nach entsprechender Laufzeit konnten die jeweiligen DNS-Banden mithilfe eines
Skalpells herausgeschnitten und anschliefend mit dem Dokumentationssystem Alphalmager®

fotografiert werden.

2.5.7 Aufbereitung fur die Sanger-Sequenzierung

Fur die Aufbereitung wurden 96-well PCR-Platten genutzt. Zwei Ansédtze wurden pipettiert: In
einer 25 pl PCR-Produkt und in der zweiten jeweils 5 pl VVorwarts- und Ruckwarts-Primer. Fir
die PopGen-Proben erfolgte dieser Schritt den einzelnen Exons entsprechend. Die Sequenzierung
nach der Sanger-Methode erfolgte im Institut fur Klinisch Molekulare Biologie in Kiel (IKMB
Kiel).

Als Synonym fir die Sanger-Methode wird der Begriff Kettenabbruchmethode verwendet. Bei
dieser Methode kommen modifizierte Nukleotide zum Einsatz, die die polymerasekatalysierte
Kettenverlangerung gezielt abbrechen. DNS-Fragmente kdnnen anhand einer Kapillare getrennt
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und die Sequenzen Uber vier basenspezifische Farben identifiziert  werden.
Nach einer definierten Anzahl von Zyklen erhalt man zahlreiche DNS-Fragmente mit

unterschiedlicher Lange und farblich markierten Enden.

2.5.8 Elektropherogramm

Nach der Sanger-Sequenzierung missen die Produkte aufgereinigt und elektrokinetisch in die
Kapillaren eines 96-Kapillar-Sequenzierers injiziert werden. Damit hat man ein
Elektropherogramm erstellt, welches das Erkennen der DNS-Basenpaare anhand vier
verschiedener, basenspezifischer Farbstoffe ermdglicht. Die elektronischen Sequenzen kénnen in
ein etabliertes Sequenzierungs-Programm geladen werden, in unserem Fall Seqgman Il (Segman
5.00, 1989-2001, DNASTAR Inc.), jeweils mit Vorwarts- und Rlckwarst-Sequenz und den
dazugehorigen Referenz-Primern. Das Programm zeigt sowohl die DNS-Basenabfolge als auch

die farbstoffmarkierte Sequenz, sodass jede Base mit der Referenz verglichen werden kann.

In dieser Studie wurden gezielt Polymorphismen bzw. Mutationen nur im exonischen Bereich
beachtet. Im Rahmen der Auswertung sollten idealerweise die einzelnen Peaks sauber
nebeneinander verlaufen. Bei Uberlappungen konnte entweder ein Polymorphismus, eine
Mutation oder eine schlechte Qualitat der Grund sein. Bei mangelhafter Qualitat wurde die
jeweilige Probe erneut sequenziert. Zur weiteren Analyse eines mdglichen Basenaustausches

wurden die Daten in den UCSC Genome Bioinformatics Browser eingegeben.

2.6 Materialien

2.6.1 Reagenzien und Analysekits

Chemikalien, Analysekits Bezugsquelle
QlAamp DNA Blood Midi Kit, Nr. 51185 Qiagen®, Hilden, Deutschland
Ethanol 96%-100% ROTH®, Karlsruhe, Deutschland
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Chemikalien, Analysekits

Bezugsquelle

Qubit® dsDNA BR Assay Kit, Nr. Q32850

Invitrogen ™, ThermoFisher Scientific,

Waltham, USA

Applied Biosystems™ AmpliTaq Gold® 360

Master Mix

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Oligonukleotidprimer

Eurofins MWG Operon, Ebersberg,

Deutschland

ROTISOLV® HPLC Gradient Grade

ROTH®, Karlsruhe, Deutschland

Rotiphorese® 10x TBE-Puffer

ROTH®, Karlsruhe, Deutschland

Biozym® LE Agarosepulver

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

GeneRuler 1kb Plus DNS Ladder

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Ethidiumbromid

ROTH®, Karlsruhe, Deutschland

Rezept DNS-Probenauftragspuffer (10 x):

10 x TAE; 50 % Glycerin; 0,1 % Bromphenolblau
TAE (pH 7,8): 40 mM Tris; 2 mM EDTA; 20 mM

NaAc; 29,6 mM Essigsaure

Eigene Herstellung

Tabelle 3: Ubersicht der Reagenzien, Analysekits und der jeweiligen Bezugsquellen

2.6.2 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

PCR-Platten, 96er, randlos

Sarstedt, Nirmbrecht, Deutschland

Pipetten 0,1 — 1000 pl

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen 0,1 — 1000 pl

Sarstedt, Nirmbrecht, Deutschland

Roéhre 5 ml

Sarstedt, Nirmbrecht, Deutschland

Multiply Strip 0,2 ml Kette

Sarstedt, Nirmbrecht, Deutschland
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Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

Reagiergefafl? 0,5 mi

Sarstedt, Nirmbrecht, Deutschland

Tabelle 4: VVerbrauchsmaterial

2.6.3 Primer

Oligonukleotid

Sequenz

GLUT1_Ex1F 5- GTC GGA GTC AGA GTC GCA GT -3
GLUT1_Ex1R 5- GCT AGATCC GAAGCC CATC-&
GLUT1_Ex2F 5-TCC TGG GAG AAAGAC TGG TG -3
GLUT1_Ex2R 5°- CAG AAA ACT GGC TGG AGA GG -3
GLUT1_Ex3F 5-CTC TTA GGG AGG GGT GCA AG -3
GLUT1_Ex3R 5°- AAG TCT CCC CTACCT CCC AC -3
GLUT1_Ex4F 5-GTG GGA GGT AGG GGAGACTT -3
GLUT1_Ex4R 5-GTT GTC CTC TGC AAG GCT GT -3

GLUT1_Ex5_6F

5°- CAC AAA GTA GGG AAG GCC AC -3

GLUT1_Ex5_6R

5- GGC AGA GGC GTATCT GTT G -3

GLUT1_Ex7_SF

5-TTCTTT ACT CAT CCT GGG TCC -3

GLUT1_Ex7_8R

5- GGC TGA GAC AGG CATTTT G -3

GLUT1_Ex9F

5- TCT GCT CTG GCC TCT GTA GCT -3

GLUT1_Ex9R

5-TTC CTC CTC AGC ATG ATT CC -3’

GLUT1_EXx10F

5-CTT TTC AGC TCA AAG GCC C -3

GLUT1_EXx10R

5- GGTTTGGAAGTCTCATCCAGC -3

Tabelle 5: Ubersicht der GLUT1-Primer mit Sequenz
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2.6.4 Technische Hilfsmittel

Apparat Bezugsquelle
Inkubator BINDER, Tuttlingen, Deutschland
Zentrifuge ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Qubit® 2.0 Fluorometer

Invitrogen ™, ThermoFisher Scientific,
Waltham, USA

Spektralphotometer Helios Omega

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Flex Cycler

Analytik Jena, Deutschland

VTX-3000L Mixer Uzusio

LMS®, Tokyo, Japan

Waage S-403

DENVER Summit, Deutschland

Mikrowelle

SEVERIN, Sundern, Deutschland

Alphalmgaer® EC

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Netzgerat (Elektrophorese)

VWR, Darmstadt, Deutschland

Mikrozentrifuge 5410

Eppendorf®, Hamburg, Deutschland

Gelkammer

Biotech service blu, Kassel, Deutschland

Tabelle 6: Technische Hilfsmittel

2.6.5 Software- und Internet-Ressourcen

Die Pherogrammauswertung erfolgte mit DNASTAR-SegMan Il (Segman 5.00, 1989-2001,

DNASTAR Inc.).

Aulerdem fanden folgende Internet-Ressourcen VVerwendung:

UCSC Genome Bioinformatics: https://genome.ucsc.edu/

Pubmed: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/

International League Against Epilepsy: http://www.ilae.org/
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Zur Uberpriifung der Pathogenitat identifizierter Sequenzvarianten:
PolyPhen2: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
SIFT: http://sift.bii.a-star.edu.sg/

WANNOVAR: http://wannovar.wglab.org/

Zur Ermittlung der Populationsfrequenzen:

http://www.1000genomes.org/announcements/phase-3-variant-set-additional-allele-frequencies-

functional-annotation-and-other-data/

http://exac.broadinstitute.org/

Nomenklatur der Sequenzvarianten : http://www.hgvs.org/mutnomen/

Software zur Bildgebung der DNS-Banden am PC: Alpha Innotech, USA
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir die Pravalenz und das phanotypische Spektrum von
SLC2A1 bei pédiatrischen Patienten mit verschiedenen Epilepsie-Syndromen. Es wurden
prospektiv Patienten mit neu diagnostizierter Epilepsie/Bewegungsstorung in unserem
neuropadiatrischen Zentrum rekrutiert. Zusatzlich wurde mit PopGen eine populationsbasierte
Epilepsie-Kohorte aus einer definierten Region Norddeutschlands untersucht. Insgesamt wurden
262 Patienten in die Studie eingeschlossen. Bei allen DNS-Proben wurden die kodierenden
Bereiche von SLC2A1 untersucht.

3.1 Prospektive Rekrutierung, Kohorte

Insgesamt wurden 57 Patienten rekrutiert. Die diagnostizierten Epilepsien waren breit gefachert.
Darunter befanden sich genetisch generalisierte Epilepsien (GGE), idiopathisch fokale
Epilepsien, Neugeborenen-Anfalle, fieberassoziierte Epilepsie-Syndrome und

Bewegungsstorungen ohne Epilepsie.

Die folgende Tabelle zeigt eine Ubersicht der Phanotypen der rekrutierten Kohorte.

Rekrutierte Patienten (n=57) Summe
Myoklonisch-astatische Epilepsie 5
Genetisch gen. Epilepsie mit GTCS 5
Absence Epilepsie 14
Juvenile myoklonische Epilepsie 1
Jeavons-Syndrom 2
Unklassifizierte genetisch gen. Epilepsien 3
Gutartige Epilepsie im Kindesalter mit zentrotemporalen 1
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Spikes (BECTS)

Panayiotopolous Syndrom 2
West-Syndrom 2
Dravet-Syndrom 3
Maligne migrierende Partialepilepsie des Kindes (MMPSI) 2
Lennox-Gastaut-Syndrom 1
Sonstige epileptische Enzephalopathien 2
Fokale Epilepsien unbekannter Ursache 2
Fieberkrampfe allein 2
Fieberkrampfe plus: epileptische Anfalle mit Fieber, ab dem 6. 2
Lebensjahr

Tabelle 7: Rekrutierte Kohorte (n=57), Ubersicht der Phinotypen. Rekrutierung im neuropédiatrischen
Zentrum an der Universitatsklinik Schleswig-Holstein (UKSH), Campus Kiel und im Norddeutschen

Epilepsiezentrum, Schwentinental-Raisdorf.

3.2 Populationsbasierte padiatrische Epilepsie-Kohorte (PopGen)

Von insgesamt 347 Proben analysierten wir 205, sie wurden zufallig ausgewéhlt. Die Proben
wiesen, wie unter Punkt 2.5.3.2 beschrieben, eine gute Qualitdat auf mit einem Quotienten

zwischen 1.8 und 2.0.

Die folgende Tabelle zeigt eine Ubersicht der Phanotypen der PopGen-Kohorte.
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PopGen-Kohorte (n=205) Summe
Myoklonisch astatische Epilepsie 2
Absence Epilepsie 25
GGE mit gen. tonisch-klonischen Anfallen und Absencen 1
GGE mit generalisiert tonisch-klonischen Anfallen 14
Juvenile myoklonische Epilepsie 1
Unklassifizierte GGE 13
Gutartige Epilepsie im Kindesalter mit zentrotemporalen Spikes 9
(BECTS)

Strukturell-bedingte fokale Epilepsie 18
Fokale Epilepsie unbekannter Ursache 14
West-Syndrom 4
Anfalle in der Neugeborenenperiode 4
Unklassifizierte einzelne Anfalle 9
Fieberkrampfe 88

Tabelle 8: Padiatrische Epilepsie-Kohorte PopGen (n=205), Ubersicht der Phanotypen. Datenerhebung
durch: Prof. Dr. Ulrich Stephani, PD Dr. Hiltrud Muhle und Dr. Philipp Ostertag aus der Klinik fur
Neuropéadiatrie; Prof. Dr. Michael Krawczak aus dem Institut fur Medizinische Informatik und Statistik;
Prof. Dr. Stefan Schreiber aus der Ersten Medizinischen Klinik, Universitatsklinikum Schleswig Holstein,
Campus Kiel; Prof. Dr. Wolfgang Lieb aus dem Institut fir Epidemiologie, Biobank popgen, Christian-
Albrechts-Universitat, Kiel.
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3.3 Sequenzvarianten in SLC2A1 und Populationsfrequenzen im Vergleich

Die Analyse mittels Sanger-Sequenzierung konnte in der hier untersuchten Population keine
SLC2A1-Mutationen identifizieren. Es wurden insgesamt neun verschiedene synonyme
Sequenzvarianten in SLC2A1 nachgewiesen. Als Sequenzvarianten werden Variationen der DNS-
Sequenz an bestimmten Positionen des Genoms bezeichnet. Die am haufigsten vorkommende
Form stellen die Einzelnukleotidpolymorphismen (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) dar,
die durch eine Populationsfrequenz von uber einem Prozent definiert sind. Bei diesem
Polymorphismustyp kommt es zu einem Austausch einzelner Nukleotide (Basenpaare) (72). Die
Uberprifung der Pathogenitat der identifizierten Varianten erfolgte mithilfe der Programme
PolyPhen2 (Polymorphism Phenotyping v2), WANNOVAR (web ANNOVAR) und SIFT (Scale-
Invariant Feature Transform) wie unter Punkt 2.6.5 angegeben. Nach Uberpriifung erwiesen sich
diese als bereits bekannt und synonym, d. h. dass die Proteinfunktion von GLUT1 durch den

einzelnen Basenaustausch unbeeintrachtigt blieb.

Zum Vergleich mit den Daten aus dieser Studie erfolgte eine Datenbankabfrage zu Frequenzen
verschiedener Kohorten anhand der Gen-Datenbanken 1000genomes und dem Exome
Aggregation Consortium Browser (ExAC Browser). Dabei handelt es sich um
Zusammenstellungen verschiedener Kohorten, die in unterschiedlichen Projekten rekrutiert
wurden. Die Zahl der Epilepsiepatienten ist dabei unbekannt. Die EXAC Kohorten umfassen
folgende Populationen: Afrikaner, Afroamerikaner, Lateinamerikaner, Ostasiaten, Finnen,
nichtfinnische Europder, Sidasiaten und andere (die nicht unter die genannten fallen). Die
1000genomes Daten stammen von Afrikanern, Amerikanern unterschiedlicher Abstammung,

Ostasiaten, Européern und Sldasiaten.

Tabelle 9 zeigt eine Ubersicht der Sequenzvarianten entsprechend internationaler
Nomenklaturen, die der Datenbank UCSC Genome Bioinformatics entnommen wurden, und im

Vergleich die Populationsfrequenzen verschiedener Kohorten.

Alle neun Polymorphismen sind mit ihrer jeweiligen Position auf Chromosom 1, ihrer Funktion
(synonym) und einer SNP-Nummer (rs-Nummer) dargestellt. Der Einzelnukleotidaustausch wird
anhand der Referenz- (REF) und der Alternativbase (ALT) verdeutlicht und weist
unterschiedliche Frequenzen in unserer Population auf. Jedem Polymorphismus entspricht eine

kodierende DNS-Sequenz (HGVS-Kodierung) und eine daraus resultierende Proteinsequenz
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(HGVS-Protein). Im Folgenden wird ein Polymorphismus beispielhaft beschrieben: Mit 100/262
(38,2%) war der Polymorphismus c.45C>T mit einem Basenaustausch von Cytosin gegen
Thymin an Position c¢.45 am héufigsten in unserer Kohorte vertreten. Dieser Austausch war
bereits unter der rs-Nummer rs1385129 bekannt und fuhrte unverandert zur Kodierung der
Aminosdure Alanin (p.Alal5=). Zum Vergleich ergab die Datenbankabfrage eine Frequenz von
0.2446 bei EXAC_ALL und 0.2404 bei 1000genomes:phase_3_ALL.
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Funktion HGVS HGVS

#CHROM | POS REF |ALT |GVS Kodierung | Protein rs-Nummer |Frequenz ExXAC ALL 1000genomes:phase 3 ALL
1 43392754 |G A Synonym €.1437C>T | p.Pro479= |rs146879902 | 1/262 (0,382 %) | 0.0005 0.0006
1 43394612 | T C Synonym €.1065A>G | p.Leu355= |rs2228490 1/262 (0,382 %) | 0.0163 0.0543
1 43394968 |C T Synonym c.885G>A | p.Thr295= |rs144685583 |1/262 (0,382 %) | 0.00010 0.0006
1 43395267 |G A Synonym | c.864C>T | p.Asn288= |rs150384629 | 1/262 (0,382 %) | 0.0002 0.0004
1 43395309 |G A Synonym €.822C>T | p.lle274= rs368242382 | 2/262 (0,763 %) | 0.00002 0

1 43395635 |C T Synonym c.588G>A | p.Prol96= |rs2229682 93/262 (35,5 %) | 0.1823 0.1196
1 43396414 (G |A Synonym | c.399C>T |p.Cys133= |rs11537641 |92/262 (35,1 %) | 0.1902 0.1414
1 43408966 |G A Synonym c.45C>T p.Alal5= rs1385129 100/262 (38,2 %) | 0.2446 0.2404
1 43408984 |C T Synonym c.27G>A p.Thro= rs34025424 |1/262 (0,382 %) | 0.0018 0.0006

Tabelle 9: Ubersicht der Sequenzvarianten mit Frequenz; #CHROM= Chromosom, POS= Position auf dem Chromosom, REF= Referenzbase,

ALT= alternative DNS-Base, FunktionGVS= Funktion der Sequenzvarianten, HGVS-Kodierung= kodierende DNS-Sequenz, HGVS-Protein= Proteinsequenz,

rs-Nummer= dbSNP Identifikation fir den Referenz-SNP; die hier dargestellten Daten sind bereits beschrieben und wurden der Datenbank UCSC

Genome Bioinformatics entnommen. Haufigkeiten der Sequenzvarianten in SLC2A1; die Daten sind den Gen-Datenbanken 1000genomes

(1000genomes:phase_3_ALL) und dem Exome Aggregation Consortium Browser entnommen (EXAC_ALL), rs-Nummer= dbSNP Identifikation

fur den Referenz-SNP.

34




4  Diskussion

In der hier vorgestellten prospektiven Arbeit sollten die Haufigkeit und das phénotypische
Spektrum von GLUT1-Defekten bei pédiatrischen Patienten mit verschiedenen Epilepsie-
Syndromen ermittelt werden. Hierfir wurden zum einen Patienten mit Epilepsien und
Bewegungsstorungen, die sich neu in unserem neuropédiatrischen Zentrum vorstellten, rekrutiert
und zum anderen wurde eine populationsbasierte Kinder-Epilepsie-Kohorte aus einer definierten
Region Norddeutschlands untersucht. Im Verlauf wurden insgesamt 262 Patienten mit
verschiedenen epileptischen Syndromen in diese Arbeit eingeschlossen. In der untersuchten
Patientengruppe wurden alle kodierenden Abschnitte des SLC2A1-Gens nach der Sanger-
Methode sequenziert. Die Analyse ergab neun synonyme Sequenzvarianten, es wurden keine

Mutationen identifiziert.

4.1 Diskussion der Methoden
4.1.1 Studiendesign

Die Reprasentativitat dieser Studie wurde gestltzt durch die Nutzung einer populationsbasierten
Kohorte, die durch vorab genau definierte Ein- und Ausschlusskriterien (unter Punkt 2.3
beschrieben) und durch den Einsatz eines Klar strukturierten Fragebogens (siehe Anhang)
rekrutiert wurde. Zudem wurden Patienten in die Arbeit eingeschlossen, die sich neu innerhalb
eines definierten Zeitraumes in unserem spezialisierten Zentrum vorstellten. Die vorliegende
Studie weist aber auch Limitationen auf, die im Folgenden beschrieben werden sollen.
Systematische Bias konnen bei den rekrutierten Patienten Selektionsfehler darstellen, die unter
anderem die Kontaktaufnahme mit den Probanden betrifft oder die Teilnahmeverweigerung mit
Verlust von Studienteilnehmern. Sechs Patienten sind aus der Studie ausgeschieden, weil sich die
initiale Verdachtsdiagnose einer Epilepsie, eines Fieberkrampfes oder einer Bewegungsstorung
nicht bestatigte, was zu einer Verzerrung der Studienergebnisse fiihren konnte. Aullerdem kann
das Ergebnis der aus dem spezialisierten Zentrum rekrutierten Probanden ggf. nicht auf die
Grundgesamtheit einer Population geschlossen werden. Darliber hinaus ist in dieser Arbeit die
Kohorte moglicherweise nicht groR genug, sodass eine groRere Kohorte ggf. ein anderes Ergebnis
liefern wiirde und Schlussfolgerungen auf die gegebene Evidenz beschrankt sein konnten.
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4.1.2 Genetische Analyse im Vergleich zur Literatur

Die molekularbiologischen Verfahren (DNS-Extraktion, PCR) erfolgten einheitlich nach einem
etablierten Protokoll bei guter Qualitat der Proben (siehe unter Punkt 2.5.3.2). Genetisch treten
bei der GLUT1-Defizienz wie unter Punkt 1.3. beschrieben verschiedene Mutationen, u.a.
Deletionen und Spleil3-Mutationen, auf (31-34). Eine komplette diagnostische Testung sollte
neben den kodierenden Bereichen auch eine Analyse der Splei3stellen und der Promotorregion
umfassen. Da durch die Sanger-Sequenzierung Deletionen und Duplikationen nicht detektiert
werden, kann deren Nachweis beispielsweise mittels multiplexer ligationsabhangiger
Sondenamplifikation (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification, MPLA) erfolgen (73).
In dieser Arbeit wurden alle kodierenden Bereiche ohne die Promotorregion oder Introns
untersucht. Zudem wurde keine MPLA durchgefiihrt. Somit kdénnten genetische Veranderungen,
die Uber die kodierenden Sequenzen hinausgehen, mit der angewandten Methode nicht erfasst

worden sein.

Frihere Untersuchungen zeigten, dass ca. 70-80% der Betroffenen SLC2AL1-Mutationen
aufweisen (74). Bei circa 10% der Patienten, die sich mit einem klinischen Bild einer GLUT1-
Defizienz présentieren, kann trotz umfangreicher Diagnostik inklusive einer Sequenzierung aller
Exome des genetischen Materials (whole-exome sequencing, WES) keine Genverdnderung
festgestellt werden. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass eine nicht vernachlassigbare Anzahl an
SLC2A1-Mutationen nicht erfasst wird und auch in dieser Arbeit ggf. nicht gefunden wurde. In
diesem Zusammenhang spielen Varianten in den Introns eine zunehmend wichtigere Rolle. Eine
Arbeitsgruppe untersuchte diesbeziglich die Kklinische Relevanz einer vollstandigen
Genomsequenzierung (whole-genome sequencing, WGS) und identifizierte eine pathogene de
novo Variante im intronischen Bereich von SLC2A1 bei vorheriger negativer Testung mittels
Gensequenzierung und WES. Somit sollte eine komplette genetische Analyse von SLC2A1 neben

den bereits genannten Genregionen auch die Introns umfassen (75).
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Vergleich der Ergebnisse zur Literatur

Das klinische Bild der GLUT1-Defizienz ist gemischt. Erstmals beschrieben de Vivo et al. 1991
zwei Patienten mit dem klassischen Phénotyp des Syndroms (24). In den letzten Jahren ist es
gelungen, das Wissen (ber das phanotypische Spektrum kontinuierlich zu erweitern und
verschiedene Syndrome mit variablen neurologischen Symptomen zu beschreiben: Genetisch
generalisierte Epilepsien und Bewegungsstorungen wie die paroxysmal bewegungs-induzierte

Dyskinesie mit/ohne Epilepsie (41).

Die hier préasentierte Untersuchung wie auch andere aktuelle Studien zeigen bei hdufigen
Epilepsien deutlich seltener SLC2A1-Mutationen als in friheren Arbeiten vermutet (74, 76). In
der Literatur wurden bis dato nicht mehr als 300 Patienten beschrieben (74). Relevante Zahlen
zur Préavalenz von SLC2A1-Mutationen existieren dabei nur bei einigen wenigen Epilepsie-
Syndromen. 2006 wurde in der Gesamtbevolkerung in Queensland, Australien, die Inzidenz der
GLUT1-Defizienz mit ca. 1:90 000 geschatzt. Die Studie von Coman et al. umfasste acht
Patienten, die Gber 15 Jahre rekrutiert wurden, und in der Mehrheit einen Symptomkomplex aus
Ataxie, Entwicklungsverzogerung und schwerem Anfallsleiden mit generalisierten Anféllen und
Pharmakoresistenz aufwiesen (77). In einer retrospektiven norwegischen Studie von Ramm-
Pettersen et al., in der zwischen 2006-2011 zehn Patienten mit GLUT1-Defizienz-Syndrom
rekrutiert wurden, wurde im Marz 2012 eine Punktprdvalenz von 2,6:1 000 000 geschétzt.
Eingeschlossen in diese Arbeit wurden Patienten mit mehrheitlich klassischem Phénotyp: Es
wurden verschiedene therapieresistente  Anfallstypen, vordergrindig Absence Anfélle,
beobachtet, teils auch zusatzlich mit paroxysmal bewegungs-induzierter Dyskinesie (PED) (78).
2015 untersuchte eine Arbeitsgruppe in Dédnemark um Larsen et al. eine grol’e Kohorte, bei der
SLC2A1-Mutationen bei 5/50 (10%) Patienten mit frihkindlicher und/oder therapierefraktarer
Absence-Epilepsie (u.a. aus Deutschland, Italien, Ruménien und aus dem Vereinigten
Konigreich) und bei 1/37 (2,7%) Patienten aus Dénemark mit anderen Epilepsien,
Intelligenzminderung und/oder Bewegungsstérungen nachgewiesen wurden. Bei 150 Patienten,
ebenfalls aus Danemark, mit myoklonisch-astatischer Epilepsie (MAE) ohne Uber das Syndrom
hinausgehende Symptome wurde kein Mutationstrager identifiziert. Die Inzidenz von SLC2A1-
Mutationen in der danischen Population wurde ahnlich wie in Queensland mit circa 1:83 000
geschatzt (76). Fur die teils verschiedenen Zahlen kénnen mehrere Faktoren verantwortlich sein.
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Einen groRRen Einfluss auf das Ergebnis kénnen die unterschiedlich groRen Patientenfallzahlen in
den beschriebenen Studien haben. Zudem stammen die Patienten aus verschiedenen
geographischen Gebieten, sodass eine unterschiedliche genetische Herkunft besteht und

unterschiedliche Umweltfaktoren eine Rolle spielen kdnnten.

Mutationen in SLC2A1 werden aktuellen Daten zufolge bei bis zu 1% der genetisch
generalisierten Epilepsien, darunter als monogenetische Ursache bei 10%-12% der
frihkindlichen Absence-Epilepsien, und bei 5% der myoklonisch-astatischen Epilepsie, vermutet.
Die MAE st dabei h&ufig mit zusétzlichen Symptomen wie (u.a.) psychomotorische
Retardierung, PED, Ataxie oder dysarthrischer Sprache assoziiert (73, 76). Der Zusammenhang
zwischen SLC2A1-Mutationen und MAE konnte in anderen Arbeiten bisher nicht hergestellt
werden. In der dé&nischen Studie von Larsen et al. wie auch in der hier untersuchten Kohorte
wiesen die Patienten mit MAE die 0.g. ,,Plus“-Symptome nicht auf (37, 76). Diese Daten
suggerieren, dass SLC2A1-Mutationen in diesen Populationen nicht mit dem Auftreten der MAE
assoziiert sind. Auch bei Patienten mit anderen genetisch generalisierten Epilepsien konnten in
unserer Arbeit keine Mutationstréger identifiziert werden. Die Kohorte in dieser Studie umfasste
im Vergleich mit der déanischen Studie eine insgesamt kleine Fallzahl der bisher mit SLC2A1-
Mutationen assoziierten Syndrome: Sieben Patienten mit MAE und 39 mit Absence Epilepsie,
sodass wie bereits benannt die Kohorte mdglicherweise nicht groR genug war.

Zusammenfassend konnten in der hier vorliegenden Arbeit bei Patienten mit haufigen genetisch
generalisierten Epilepsien und seltenen Epilepsie-Syndromen keine Mutationstrager identifiziert
und somit das phanotypische Spektrum nicht erweitert werden. Unsere Ergebnisse belegen, dass
die GLUT1-Defizienz selten ist bei péadiatrischen Patienten mit verschiedenen Epilepsie-

Syndromen in der hier untersuchten Population.

4.2.2 Bedeutung und Konsequenzen fur den Kliniker

Das breite phanotypische Spektrum der GLUT1-Defizienz stellt den Kliniker weiterhin vor grof3e
Herausforderungen. Bei spezifischer Therapieoption ist die Diagnosestellung von essentieller
Bedeutung. Im Folgenden soll anhand der Literatur die Frage beantwortet werden, wann eine

Analyse im Klinikalltag sinnvoll ist.
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Zu empfehlen ist eine SLC2A1-Analyse bei frihkindlicher Absence-Epilepsie (EOAE),
insbesondere wenn zusatzlich tonisch-klonische und myoklonische Anfélle auftreten. Dieser
Zusammenhang wurde durch mehrere Studien bestétigt (42, 79, 80). Eine Untersuchung bei
klassischen genetisch generalisierten Epilepsien wie der Absence-Epilepsie des Kindesalters
(CAE), juvenilen Absence-Epilepsie (JAE) und der juvenilen myoklonischen Epilepsie (JME)
sollte nach aktueller Literatur nur dann erfolgen, wenn die Patienten ber das Syndrom hinaus
zusatzlich Bewegungsstoérungen und/oder eine Entwicklungsverzégerung aufweisen bei schwer
behandelbaren bis therapieresistenten Anfallen. Paroxysmale durch Fasten ausgeléste Phdanomene
und Anfélle, die sich vor Mahlzeiten hdufen, erhdrten den Verdacht zusatzlich (81). PED stellen
erwiesenermalien die charakteristischste Form der Bewegungsstorungen im Kontext der GLUT1-
Defizienz dar und sollten entsprechende Diagnostik zur Folge haben. Daneben ist als atypische
Manifestation eine Untersuchung auch bei paroxysmal kinesigener (paroxysmal kinesigenic
dyskinesia, PKD) und paroxysmal nicht-kinesigener Dyskinesie (paroxysmal nonkinesigenic
dyskinesia, PNKD) zu erwdgen (74). Trotz teils kontrovers diskutierter Studienergebnisse sollte
die Indikation zur GLUT1-Diagnostik auch bei der myoklonisch-astatischen Epilepsie gestellt
werden, vor allem bei Co-Manifestation mit PED. Dartber hinaus sollte eine Anfallshdufung
mit/ohne Bewegungsstorung innerhalb einer Familie und vor allem bei Verdacht auf einen
autosomal-dominanten Vererbungsmodus den Verdacht auf eine GLUT1-Defizienz lenken (76,
81).

Die aktuelle Literatur betont zudem die diagnostische Relevanz charakteristischer paroxysmaler
Augen-Kopf-Bewegungen, die im S&uglings- und friihem Kindesalter auftreten kdnnen, als eines
der ersten Symptome (82). Einen weiteren wichtigen Aspekt stellt die klinische Entwicklung des
Syndroms mit zunehmendem Alter dar und sollte im Kontext der Diagnosestellung beachtet
werden. Mehrere Arbeiten belegen, dass in der Adoleszenz zwar weniger epileptische Anfalle
auftreten, hingegen paroxysmal bewegungs-induzierte Phdanomene in den VVordergrund treten und

es zur Progredienz von Ataxie und Spastik kommt (36, 37, 83).

Unsere Ergebnisse belegen, dass die GLUT1-Defizienz selten ist bei verschiedenen Epilepsien.
Ein regelhaftes Screening im Kilinikalltag ist anhand unserer Studienergebnisse nicht zu
empfehlen. Eine Testung auf SLC2Al1-Mutationen sollte nur bei starkem klinischem Verdacht

und wie bereits oben beschrieben nur bei Epilepsie-Syndromen erfolgen wie beispielsweise bei
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der myoklonisch-astatischen Epilepsie oder der fruhkindlichen Absence-Epilepsie, die tber die
jeweils typischen Charakteristika der Epilepsieformen hinaus zusétzliche Symptome aufweisen.

4.2.3 Ausblick

Das phanotypische Spektrum der GLUT1-Defizienz wurde seit der Erstbeschreibung
kontinuierlich erweitert. Das Spektrum reicht von Patienten mit schwerbehandelbarer
therapieresistenter Enzephalopathie bis hin zu Patienten ohne epileptische Anfélle. Trotz der
Identifikation zahlreicher Mutationen bleibt die Genotyp-Phanotyp-Korrelation weiterhin
unverstanden, da verschiedene Mutationstypen zu einem unterschiedlich schwer ausgepragten
klinischen Bild fiihren kdnnen: In einigen Studien wurden Missense-Mutationen mit einer milden
und Frameshift-Mutationen mit einer schweren Klinik assoziiert. Bei gleicher Missense-Mutation
war jedoch eine phéanotypische Heterogenitdat zu verzeichnen, sodass den Phénotyp-
modifizierende Faktoren auch unbekannt waren. Neben klassischen Syndromen wurden atypische
Manifestationen beschrieben. Insbesondere SLC2A1-negative-Patienten und solche mit hoher

intrafamilidrer Variabilitat stellen nach wie vor eine groRe Herausforderung fur den Kliniker dar.

Die GLUTI1-Defizienz ist selten. Da mit den ketogenen Diédten eine spezifische
Therapiemdglichkeit gegeben ist, bedarf es zusétzlicher Studien mit Untersuchung weiterer
Populationen zur Ermittlung der genauen Pravalenz und Inzidenz und der Rekrutierung groRerer
Kohorten zur Erweiterung bzw. Bestatigung des phanotypischen Spektrums. Es gibt mehrere
Ansétze einer klinischen Klassifikation der GLUT1-Defizienz u.a. anhand der Restaktivitat des
Transporters oder in einen Kklassischen/atypischen Phanotyp. Insbesondere die atypischen
Manifestationen sind Kklinisch schwer zu fassen. Es bedarf somit noch der Etablierung einer
international einvernehmlichen Kilassifikation beispielsweise in Form eines internationalen
Registers mit klar definierter Empfehlung zur Mutationsanalyse, um die Diagnosestellung im
Klinikalltag zu erleichtern. Im  Zeitalter ~der ndchsten  Generation der DNS-
Sequenzierungstechnologie (Exom- und Genomsequenzierung) kann sich im Verlauf die
Empfehlung zur SLC2A1-Analyse andern. Dabei wird in der taglichen Routine eine sehr hohe
Sequenzierkapazitit ermoglicht als Alternative zur klassischen Sanger-Sequenzierung mit der
Konsequenz einer vereinfachten Handhabung, der Erzeugung grofier Datenmengen und einer

hoheren diagnostischen Sensitivitéat.
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5 Zusammenfassung

Weltweit sind 3% aller Menschen von einer Epilepsie betroffen. Sie stellen im Kindesalter eine
der haufigsten ZNS-Erkrankungen dar. Eine seltene epileptische Enzephalopathie stellt die
GLUT1-Defizienz dar. Mutationen des Gens SLC2A1, das den Glukose-Transporter 1 (GLUT1)
der Blut-Hirn-Schranke kodiert, liegen diesem Syndrom zugrunde. Folge der Veranderungen ist

eine zerebrale Glukosedefizienz.

Die Kenntnis Uber das phanotypische Spektrum der GLUT1-Defizienz erweitert sich
kontinuierlich. Neben der genannten epileptischen Enzephalopathie mit Bewegungsstérung und
mentaler Retardierung als klassischem Phanotyp der GLUT1-Defizienz, wurden Mutationen auch
bei Patienten mit paroxysmaler bewegungs-induzierter Dyskinesie und Anféllen sowie
verschiedenen Formen von Absence-Epilepsien beobachtet. Die frihe Identifikation von
Mutationen im SLC2A1-Gen ist von groRer Bedeutung, da durch die ketogenen Diéten eine
spezifische Therapie mit Anfallsfreiheit und Linderung der Bewegungsstérungen zur Verfugung
steht.

In dieser Studie verfolgten wir das Ziel, die Pravalenz und das phanotypische Spektrum von
SLC2Al1-Mutationen zu ermitteln. Dazu untersuchten wir zwei Kohorten: 1. péadiatrische
Patienten mit neu diagnostizierter Epilepsie oder Bewegungsstorungen, die in unserem
neuropadiatrischen Zentrum rekrutiert wurden und 2. eine populationsbasierte Kohorte aus einer
definierten Region Norddeutschlands (Kiel und norddstlich des Kanals bis zur dénischen
Grenze). Das phénotypische Spektrum der untersuchten Kohorten umfasste u.a. genetisch
generalisierte Epilepsien wie MAE (myoklonisch-astatische Epilepsie) und EOAE (frihkindliche
Absence Epilepsie), idiopathisch fokale Epilepsien, fieber-assoziierte Anfalle, andere epileptische

Syndrome und PED (paroxysmale bewegungs-induzierte Dyskinesie).

Die kodierenden Regionen von GLUT1 wurden bei insgesamt 262 Patienten nach der Sanger-
Methode sequenziert. Dabei wurden neun synonyme Sequenzvarianten nachgewiesen. Es wurden

keine Mutationen identifiziert.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass Mutationen im SLC2A1-Gen bei padiatrischen Patienten mit
verschiedenen epileptischen Syndromen insgesamt selten sind. Ein regelhaftes Screening fur das
GLUT1-Defizienz-Syndrom ist somit ohne starke klinische Hinweise wie eine zusétzliche

Bewegungsstérung oder eine Anfallshdufung bei Nichternheit nicht zu empfehlen.
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6 Anhang

6.1 PopGen-Fragebogen

Fragebogen zur
Schleswig-Holsteinischen Studie

,Gesundheit fur Generationen*

popEem
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Herzlich willkommen! Wir freuen uns dariiber, dass Sie an unserer Studie teilnehmen. Zu

Beginn haben wir einige allgemeine Fragen zu lhrer Person und lhrer Herkunft, bzw. der

Herkunft Ihrer Eltern:

(Sollten Sie als Eltern diesen Fragebogen fir Ihr Kind ausfiillen, so achten Sie bitte darauf, dass

alle Fragen sich auf Ihr Kind beziehen.)

1) Heutiges Datum

Tag Monat

Jahr

2) Geschlecht o mannlich

o weiblich

3) Geburtsdatum

Tag Monat

Jahr

4) Gewicht (kg):

Korpergrolie (cm):
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5)

Sind Sie in Deutschland geboren?
a ja

Q nein

Wenn ja, sind Sie nérdlich des Nord-Ostsee-Kanals geboren?
a ja

Q nein

Sind Sie in Kiel geboren?
a ja

Q nein

Wenn nicht in Deutschland, in welchem Land sind Sie dann geboren?

Land:

6)

Wo sind Sie aufgewachsen?

o landliche Gegend (Dorf)
o Stadt

Wo leben Sie heute?

o landliche Gegend (Dorf)
o Stadt
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7

Ist Ihr Vater in Deutschland geboren?
a ja

Q nein

Wenn ja, ist lhr Vater nérdlich des Nord-Ostsee-Kanals geboren?
a ja

Q nein

Ist Ihr Vater in Kiel geboren?
a ja

Q nein

Wenn nicht in Deutschland, in welchem Land ist Ihr Vater dann geboren?

Land:
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8)

Ist Ihre Mutter in Deutschland geboren?
a ja

Q nein

Wenn ja, ist lhre Mutter nérdlich des Nord-Ostsee-Kanals geboren?
a ja

Q nein

Ist Ihre Mutter in Kiel geboren?
a ja

Q nein

Wenn nicht in Deutschland, in welchem Land ist lhre Mutter dann geboren?

Land:
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Erganzende Fragen zur Familie

9) Hat der Vater oder dessen Angehdrige Epilepsie?

o Ja, Vater; wenn ja welche Form:

0 Angehorige des Vaters:

o Nein

13) Hat die Mutter oder dessen Angehoérige Epilepsie?

o Ja, Mutter; wenn ja welche Form:

o Angehorige der Mutter:

o Nein

(Sollten Sie als Eltern diesen Fragebogen fir Ihr Kind ausfiillen, so achten Sie bitte darauf, dass
alle Fragen sich auf Ihr Kind beziehen.)

Die folgenden Fragen beschéftigen sich speziell mit dem Anfallsleiden des Patienten.

17) War lhre Schwangerschaft normal?
o ja
Q nein

o ich weild nicht

18) War die Geburt normal?
o ja
Q nein

o ich weil’ nicht

19) War die Entwicklung normal?
ja
zunéachst ja, dann nicht

nein

0o 0o 0 o

ich weild nicht
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20) Gab esim Neugeborenenalter epileptische Anfalle?
o ja
Q nein

a ich weil’ nicht

21) Gab es Fieberkrampfe?
o ja
Q nein

o ich weild nicht

22) Gab es ,grolRe Anfalle* (Grand mal - Anfalle, generalisierte tonisch — klonische

Anfalle)?
o ja
Q nein

o ich weil? nicht

23) Gab es ,kleine Anfalle” ( Petit mal — Anfélle, Absencen, myoklonische Anfalle, plotzliche

Stiirze)?
o ja
0O nein

o ich weil’ nicht

Da mdglicherweise Zusammenhange zwischen verschiedenen Erkrankungen bestehen, werden

Sie im Folgenden zu unterschiedlichen Krankheiten befragt.

24) Ist neben dem Anfallsleiden noch eine andere Krankheit vorhanden?
a ja
o ich weild nicht

O nein
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11) Haben Sie eine schwere Erkrankung?

a

O

Zuckerkrankheit (Diabetes)
Herzerkrankung

Wenn ja, welche Erkrankung:

Nierenerkrankung

Wenn ja, welche Erkrankung:

Lungenerkrankung

Wenn ja, welche Erkrankung:

Krebserkrankung

Wenn ja, welche Erkrankung:

Nervenkrankheit

Wenn ja, welche Erkrankung:

Magendarmerkrankung (auch Leber, Gallenblase und Bauchspeicheldriise)

Wenn ja, welche Erkrankung:

Andere Erkrankung:

In den nachsten zwei Fragen geht es um Ihre Berufstatigkeit.

41) Waren Sie jemals erwerbstétig?

Q

Q

ja

nein
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42) Sind Sie aufgrund lhrer Krankheit nicht mehr erwerbstatig?
o ja

O nein

Wenn ja, seit wann (Jahr):

43) Was ist Ihre jetzige Hauptbeschaftigung?

Kindergarten

Schule, Schulform:

Ausbildung/Lehre
Erwerbstétig

Hausfrau / Hausmann

O 0O 0O 0O 0 O

Nichts zutreffend

Nun mdchten wir noch einiges wissen zu Ihrer Familie und zu Erkrankungen, die in lhrer Familie

aufgetreten sind.

Kinder des Patienten

53) Wie viele Kinder haben Sie?

Anzahl:

o habe keine

54) Sind Kinder an Epilepsie erkrankt?

o ja wenn ja, Anzahl:

O nein
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Herzlichen Dank fir Ihre Mitwirkung!

Jetzt haben wir noch drei abschlieBende Fragen an Sie:

Nach Eingang dieses Fragebogens und lhrer Blutprobe wird jede Verbindung zu lhrem Namen
und lhrer Adresse aus unseren Unterlagen geldscht. Deshalb kénnen wir Ihnen leider keine
persdnlichen Untersuchungsergebnisse mitteilen.

Aufgrund vieler Rickfragen von Patienten fihren wir jedoch eine separate Adressendatei fur die

Zusendung allgemeiner Informationen zum Fortgang des Projektes.

Mdchten Sie weiter Uber die allgemeinen Ergebnisse der Studie auf dem Laufenden gehalten
werden? Wenn ja, werden wir Ihren Namen und Adresse aufbewahren, um Sie Uber die
neuesten Fortschritte zu informieren. Diese Daten werden naturlich getrennt von lhren

personlichen Daten auf dem Fragebogen gespeichert.

a ja, ich mochte weiter informiert werden

Q nein, bitte I6schen Sie meinen Namen und meine Adresse nach Eingang sofort.

In Zukunft werden Folgestudien zu der jetzigen Untersuchung durchgefihrt. Wir wirden uns

freuen, wenn auch Sie wieder daran teilnehmen.

Waren Sie bereit, an einer Folgestudie teilzunehmen?
Qo ja

Q nein

Haben Sie Verwandte, Freunde oder Bekannte, die schon tber 90 Jahre alt sind oder an einer
der folgenden Krankheiten leiden: Koronare Herzerkrankungen, Entzundliche
Darmerkrankungen, Gallensteine, Epilepsie, Parodontitis?

Ist jemand davon bereit, auch an dieser medizinischen Studie mitzuwirken? Wenn ja, teilen Sie

uns bitte ihre/seine Adresse mit.

Name:
Vorname:
StralRe:

PLZ, Ort:
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