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4 Zusammenfassung

De novo dominante Gain-of-Function-Mutationen des CACNA1D-Gens verursachen komplexe
Erkrankungsbilder, die sich teils stark voneinander unterscheiden. Beschrieben sind u.a.
Autismus-Spektrum-Erkrankungen, epileptische Anfdlle oder andere neurologische
Symptome wie eine globale Entwicklungsstérung oder eine generalisierte Muskelhypotonie.
Dazu konnen endokrine Storungen wie ein primarer Hyperaldosteronismus oder
hyperinsulinamische Hypoglykdamien auftreten. In dieser Arbeit werden zwei Kinder klinisch
charakterisiert, einer von ihnen ist ein Junge, der eine bisher nicht beschriebene de novo
Variante des CACNA1D-Gens (c.3506G>A, NM_000720.4; p.Gly1169Asp; G1169D-Variante)
aufweist. Als Hauptsymptome zeigt er einen bereits intrauterin aufgetretenen Tremor, eine
epileptische Enzephalopathie mit globaler Entwicklungsstérung, eine kongenitale
respiratorische Insuffizienz, die von Geburt an fiir viele Monate eine Atemunterstitzung mit
CPAP erforderte, eine sensineuronale Taubheit und eine schwere Leitungsstorung der Nervi
optici. Nach dem stark verzogerten Erreichen von Entwicklungsmeilensteinen, erkrankte der
Junge im Alter von 19 Monaten schwer an einer SARS-CoV-2-Infektion. In der Folge kam es zu
einem Entwicklungsregress und im Weiteren zum Stillstand der gesamten Entwicklung.
Bezliglich der endokrinen Funktion fielen beim Patienten rezidivierende Hypoglykdamien auf,
jedoch ohne eine signifikante Insulinerhéhung. Eindeutige Hinweise auf einen primaren
Hyperaldosteronismus ergaben sich aus den laborchemischen Untersuchungen nicht. Der
andere Patient, weist die G1169D-Variante mit einer Allelfrequenz von 17 % a.e. als Mosaik
auf; entsprechend milder zeigte sich der klinische Verlauf bisher.

Durch elektrophysiologische Untersuchungen der G1169D-Variante mittels Patch-Clamp-
Verfahren in einem heterologen Expressionssystem konnten eindeutige Hinweise fiir ein
verdndertes Ca?*-Kanal-Gating im Sinne eines Gain-of-Function aufgezeigt werden: Die
Messungen ergaben die starksten bisher beschriebenen Linksverschiebungen der
Aktivierungs- und Inaktivierungskurven, sowie eine starke Zunahme des Hintergrund-Ca%*-
Einstroms und eine deutliche verzégerte Ca?*-Kanaldeaktivierung und -Inaktivierung.

Die G1169D-Variante spricht in vitro auf den Ca%*-Kanal-Antagonisten Isradipin mit einer dem
Wildtyp vergleichbaren Sensitivitat an. Isradipin ware damit eine potenzielle Substanz, die im
Rahmen eines zukiinftigen individuellen Heilversuches als Off-Label-Therapie Anwendung

finden konnte.
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5 Abstract

Dominant de novo gain of function variants of the CACNA1D gene can cause complex clinical
syndromes with varying manifestations: from autism-spectrum disorders, epileptic seizures
and other neurological symptoms like severe neurodevelopmental disorders and generalized
muscular hypotonia to endocrine disorders such as primary aldosteronism or
hyperinsulinemic hypoglycemias.

In this dissertation, two children are clinically characterized, one of whom is a 37-month-old
boy with a de novo variant (c.3506G>A, NM_000720.4; p.Gly1169Asp) of the CACNA1D gene.
His primary symptoms were a generalized tremor that started during intrauterine
development in the third trimester of the pregnancy, alongside a developmental and epileptic
encephalopathy, congenital respiratory insufficiency, sensorineural deafness and a severe
bilateral impairment of the optic nerve conductance.

Following a marked delay in reaching even the most rudimentary developmental milestones,
the boy contracted a life-threatening SARS-CoV-2-infection at the age of 19 months. As a
result, there was a developmental regression with a developmental cessation since that age.
Despite episodes of hypoglycemia, insulin levels were normal. Aldosterone: renin ratios as a
screening parameter for primary aldosteronism were variable and did not provide any definite
evidence of primary hyperaldosteronism.

Alow G1169D variant allele frequency of 17 % in the second patient is likely due to mosaicism.
This child was significantly less affected by similar symptoms.

Patch-clamp electrophysiology of the G1169D variant in a heterologous expression system
revealed activity-enhancing gating changes, including the most pronounced shifts of channel
activation and inactivation to more hyperpolarized potentials observed until now.
Furthermore, biophysical characterization revealed significantly delayed inactivation and
deactivation kinetics as well as a strong increase in window currents. Pharmacological testing
in the same cell model revealed the G1169D variant’s preserved sensitivity to the calcium

channel blocker isradipine, implying a potential path for future therapeutic trials.
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6 Einleitung

6.1 Gegenstand und Kontext

Durch diese Arbeit werden der biophysikalische und der klinische Phanotyp einer neuen de
novo dominanten CACNAI1D-Variante charakterisiert. [1] Das CACNA1D-Gen kodiert fiir die
al-D-Untereinheit des spannungsgesteuerten Ca?*-Kanals (voltage-gated channel subunit
alpha 1 D, CACNA1D). (siehe Abbildung 1) [1] Die a1-D-Untereinheit bildet die lonenkanalpore
der spannungsgesteuerten Cay1.3-Ca?*-Kanile (Ca?* voltage-gated 1.3 channel). [1] Diese
neue CACNAI1D-Variante wurde als potentiell krankheitsauslésend bei dem Indexpatienten

und in einem weiteren Fall detektiert. [2-4]
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Abbildung 1: Darstellung des Cav1.3-Ca?*-Kanalproteins; oberer Bildteil: Darstellung der a1-D-Untereinheit des
Cav1.3-Ca?*-Kanals mit den weiteren die Kanalfunktion modulierenden Untereinheiten B3 und a281. Unterer

Bildteil: Darstellung der porenbildenden Ca%*-Kanalkonfiguration der al-D-Untereinheit. Die Helices S5 und S6
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der 4 homologen Strukturdoméanen | bis IV (repeats) bilden gemeinsam die Wandung der lonenkanalpore.
Eingezeichnet ist die Position der G1169D-Variante (hervorgehoben) am Ubergang der S6-Helix von repeat I
und der zytoplasmatischen Schleife, die repeat Ill und repeat IV verbindet (DIlI-DIV-Linker) In kleinerer Schrift
wird die Position der weiteren publizierten de novo dominanten CACNA1D-Varianten angegeben. Abbildung von

F. Dannenberg. Bild in Anlehnung an Ortner et al. 2020. [2]

Elektrische Signale, die in Aktionspotentiale umgesetzt werden, sind in der Regel neben
Natrium- und Kalium- auch von Ca%*-Strémen abhingig. [5] Da die extrazelluldre Ca?*-
Konzentration 4 Zehnerpotenzen Uber der intrazelluldren Ca%*-Konzentration liegt, flieBen 2-
fach positiv geladene Ca?*-lonen entlang ihres Konzentrationsgradienten vom
Extrazellularraum in die Zelle. [6-8] Ca?*-Strome depolarisieren daher die Zelle, deren
Ruhemembranpotential negativ geladen gegeniliber dem Umfeld ist. [6]

Die intrazelluldre Ca?*-Konzentration wird im menschlichen Organismus durch spezifische
Transportproteine, lonenpumpen, ionotrope Rezeptoren, metabotrope Rezeptoren,
intrazelluldre Ca?*-Speicher sowie durch intrazelluldrer Signalwege im Zellstoffwechsel mit
seinen regulatorischen Proteinen sowie durch Genexpression prazise reguliert und in engen
Grenzen gehalten. [9, 10] Ca%*-lonen kdnnen daher als intrazelluldres Botenmolekul (Second-
Messenger) wirken und sind einer der zahlenmaRig haufigsten Second-Messenger in
menschlichen Zellen. [8-12] Storungen dieser feinabgestimmten Regulation, wie
beispielsweise ein zu starker Anstieg der intrazelluldren Ca?*-lonenkonzentration, kénnen zur
Storung der Mitochondrien und dadurch zum Zelltod fihren. [6, 9, 10, 13] Ca?*-lonen kénnen
allosterisch an unterschiedliche Proteine binden und modulieren dadurch deren Funktion. [8]
Bekannt ist die Rolle von Ca?* bei der Kontraktion glatter und quergestreifter Muskulatur. [11]
Ca?*ist zentral firr die Entstehung und den Ablauf von Aktionspotentialen in erregbaren Zellen.
[14, 15] Zahlreiche weitere zelluldre Funktionen wie die Exozytose, auf der die Sekretion von
Neurotransmittern und Hormonen beruht, werden durch Ca?*-lonen mitbestimmt. [12, 14]
Ca%*-lonen modulieren die Transkription von Genen. [16] Ein feingesteuerte Ca®'-
lonenkonzentration ist wichtig flir die Ausreifung der Hirnrinde und die Ausbildung der
Synapsen zwischen Neuronen im Allgemeinen und damit Voraussetzung fir eine
altersentsprechende embryonale, fetale und kindliche Entwicklung. [17] Dariber hinaus sind
Veridnderungen der Ca%*-Regulation fiir die Steuerung maligner Zellen in Tumoren relevant.
[18] Die Gesamtheit der Steuerungsprozesse durch Ca%*-lonen wird Ca?*-Signaling genannt. [8,

11] Uber Ca?*-Signaling werden diverse Regelkreise des Organismus gesteuert. [8]
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Die elektrophysiologischen Auswirkungen von Mutationen in Genen von lonenkandlen wie
dem CACNA1D-Gen kdnnen mittels der Patch-Clamp-Technik untersucht werden. [19, 20] Mit
dieser Technik kdnnen lonenkandle beziiglich ihrer Kanalkinetik entlang eines definierten
Membranabschnittes (membrane patch), der mittels einer glasernen Mikropipette isoliert
wird, funktionell untersucht werden. [19, 20] Dafiir wird eine 1 bis wenige um durchmessende
Glaspipette an die Zellmembran herangefahren, die Zelle wird mittels eines Unterdruckes
angesaugt und ein enger abgedichteter Kontakt (seal) zwischen dem Glas der Pipettenspitze
und der Zellmembran hergestellt. [19, 20] Fiir die Experimente wird an der untersuchten Zelle
oder einem Membranabschnitt eine definierte Spannung oder ein Strom angelegt (clamp).
[19-21] In die Glaspipette wird von proximal die Elektrode eingefiihrt, damit beispielsweise
Strome gemessen werden kdnnen. [21] Unterschiedliche Konfigurationen fiir die Patch-
Clamp-Messungen kénnen realisiert werden: Beispielweise kann der Membranabschnitt
innerhalb der Pipettenspitze aus der Zelle entnommen werden und isoliert untersucht werden
oder die Zellmembran um die Glaspipettenspitze bleibt intakt bei den Messungen. [19, 20]
Wenn durch einen Unterdruck die Membran in der Glaspipette eroffnet wird, ist fir eine
gewisse Zeit die Messung aller exprimierten aktivierbaren Kanale innerhalb der untersuchten

Zelle moglich: Dies ist die Ganzzellenkonfiguration flir Patch-Clamp-Untersuchungen. [19, 20]

Mittels Patch-Clamp werden spannungsgesteuerte Ca®*-Kanile (Ca,) wie die Cay1.3-Ca%*-
Kandle seit Jahrzehnten untersucht und in Anhangigkeit von ihrer Aktivierbarkeit und ihrem
Inaktivierungsverhalten bei verschiedenen Membranpotentialen eingeteilt. [18]

Cay1.3-Ca?*-Kanile werden zur Familie der L-Typ-(long-lasting)-Ca?*-Kanalfamilie gezihlt. [6,
14] Sie inaktivieren verzogert und sind daher ldnger geéffnet. [22-24] Zu den L-Typ- Ca?*-
Kanélen gehéren auch die Cay1.1- Ca?*-Kanile, Cay1.2- Ca?*-Kanile, Cay1.4- Ca%*-Kanéle. [24]
L-Typ- Ca?*-Kanile sind spezifisch durch Substanzen aus der Gruppe der Dihydropyridine (DHP)
hemmbar, daher werden sie als Dihydropyridin-(DHP)-Rezeptor- Ca?*-Kanile bezeichnet. [6,
24, 25]. Diese Ca%*-Kanalfamilie erfullt zahlreiche Funktionen in unterschiedlichen Geweben
und ist u.a. durch ihre zentrale Rolle fiir die Vasokonstriktion und Blutdruckregulation sowie
die Sekretion von Hormonen von groflem Interesse fiir die pharmakologische Forschung. [6,
12, 14, 24, 25] Von den Ca,1.3-Ca’*-Kanilen hingt die Entstehung und Ausprdgung von
Aktionspotentialen in bestimmten Bereichen des ZNS ab. [5, 6, 14] Die Cay1.1 - Cay1.4-Kanale
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sowie die Ca,2.1 - Cay2.3-Kanale aktivieren bei héheren Membranspannungen. [18] Sie
werden daher als bei hohen Spannungen aktivierte Ca*-Kanale (high voltage-activated Ca?*
channels) bezeichnet und den Ca,3.1 - Ca,3.3-Kanale gegeniibergestellt, die bereits bei ca. -20
mV negativeren Membranpotentialen aktivieren; diese werden als bei niedrigen Spannungen

aktivierte Ca?*-Kanile (low voltage-activated Ca?* channels) bezeichnet. [24, 26]

Neuronale und neuroendokrine Signale beruhen auf Aktionspotentialen erregbarer Zellen. [5]
Der Verlauf von Aktionspotentialen lasst sich in 3 Phasen unterteilen: Die initiale Phase wird
durch Natrium- und durch Ca®-Kanile bestimmt. [15] Aufgrund ihres verzégerten
Inaktivierungsverhalten sind Cay1.3-Ca%*-Kanale daher gemeinsam mit anderen L-Typ- Ca?*-
Kanidlen fur die durch Ca?* getragene mittlere Plateauphase der Aktionspotentiale
verantwortlich, sie bestimmen damit wesentlich Gber Dauer und Form der Aktionspotentiale.
[5] Die dritte Phase, die Repolarisierung, wird u.a. durch Kaliumkanale getragen. [27] Einzelne
Kaliumkanile werden in ihrer Funktion Uber Veradnderungen der intrazelluliren Ca?*-

lonenkonzentration durch Cay1.3-Ca?*-Kanéile beeinflusst. [14, 28]

Cay1.3-Ca?*-Kanile setzen sich aus der al-D-Untereinheit, der B-Untereinheit sowie der a261-
Untereinheit zusammen. [2, 3, 12] (siehe Abbildung 1) Insgesamt sind 10 unterschiedliche
Gene bekannt, die fiir die al-Untereinheiten der unterschiedlichen Ca?*-Kanile kodieren. [3]
Obwohl die Bindungsstelle der Cay1.3-Ca?*-Kanile hochselektiv fiir Ca**-lonen ist, bestehen
zahlreiche strukturelle Gemeinsamkeiten zwischen Ca,1.3-Ca?*-Kanilen und Natriumkanélen.
[29] Phylogenetisch besteht ein Verwandtschaftsverhaltnis zwischen spannungsabhangigen
Natriumkandlen und entsprechenden Ca?*-Kanilen. [30] Die ionenporenbildende al-D-
Untereinheit weist eine tetramere Proteinstruktur auf. [2, 6, 14] lhre 4 Strukturdomanen
werden als repeats (wiederholte homologe Domanen) bezeichnet. [2] (siehe Abbildung 1)
Diese repeats wiederum setzen sich je aus 6 transmembranen Helices zusammen. [2]
Homologe al Untereinheiten haben eine vergleichbare Funktion bei Natriumkanalen. [29]
Neben dieser Funktion ist die al-D-Untereinheit mit ihren Helices 4 auch Tragerin der
Spannungssensorfunktion der Cay1.3-Ca?*-Kanile. [2, 3] Firr diese Funktion ist hier ein Arginin
mit positiver Ladung verantwortlich. [3] Diese Funktionen des spannungsabhangige Kanal-
Gatings werden von phylogenetisch hochkonservierten Genregionen kodiert. [29, 30]

Mutationen, welche die al-Untereinheit der Ca?*-Kanile betreffen, kénnen aufgrund der
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porenbildenden Funktion dieser Untereinheiten haufig Auswirkungen auf die Gating-
Eigenschaften haben. [6, 12, 31] Dies gilt auch fir die al-D-Untereinheit des Cay1.3-Ca?*-

Kanals im Speziellen. [12, 31]

Unterschiedliche Zellen des Korpers besitzen die Fahigkeit zur Automatizitat, d.h. diese Zellen
kdnnen ohne duBeren Reiz elektrische Erregung in Form von Aktionspotentialen eigenstandig
generieren und diese dann an Nachbarzellen weitergeben. [32] Dies Zellen wirken damit als
Schrittmacherzellen. [32] Bekannt ist die Fahigkeit zur Automatizitdit von Zellen des
Reizleitungssystems des Herzens, insbesondere von Zellen des Sinusknotens und
Atrioventrikularknotens. [33] Dartber hinaus weisen auch Netzwerke von Neuronen des ZNS
sowie endokriner Zellen der Nebennieren und des Pankreas Schrittmacherfunktion auf. [14,
34]

Grundlage der Automatizitat all dieser Zellen ist die Fahigkeit zur spontanen Depolarisation.
[33] Fir diese Depolarisation sind eine Reihe unterschiedlicher lonenkandle in den
Schrittmacherzellen zustandig. [33] Diese lonenkanale konnen sowohl in der Zellmembran als
auch in der Membran des endoplasmatischen Retikulums lokalisiert sein. [33] Ca?* bildet ein
zentrales Element im komplexen Uhrwerk, welches Automatizitat und Schrittmacherfunktion
dieser Zellen steuert. [33] Dieses Uhrwerk wird auch als eine doppelte Uhr bezeichnet. [33].
Ca’*-Kanile, die in der Zellmembran verankert sind, bilden die Membran-Uhr. [33]
Demgegeniiber werden die weiteren die Ca?*-Konzentration steuernde lonenkanéle in der
Membran des Ca*-speichernden endoplasmatischen Retikulums als Ca?*-Uhr bezeichnet. [33]
Beide Komponenten sind essenziell fiir die autonome Erregungsentstehung. [33, 35] Cay1.3-
Ca%*-Kanile werden aufgrund ihres niedrigen Schwellenpotentials von ca. -60 mV durch
andere depolarisierende Strome dieses doppelten Uhrwerkes aktiviert und tragen durch ihre
Ca?*- Strome dann ihrerseits zur autonomen Erregung in Schrittmacherzellen bei. [33, 36]
Fiihrt die Automatizitat bzw. die Schrittmacherfunktion im Herzen zur Entstehung des
Herzschlages, so ermoglicht die spontane Oszillation endokrinen Zellen in der
Bauchspeicheldriise sowie der Nebenniere, die entsprechenden Hormone teils unabhangig
von neuronaler Steuerung freizusetzen. [33, 37] Die spontane Oszillation fuhrt Gber den
Mechanismus der elektro-sekretorischen Kopplung in diesen Zellen u.a. zur Freisetzung von
Insulin und Katecholaminen. [14, 34] Ca?* steuert den Transport von mit Hormonen beladenen

Vesikeln und die Verschmelzung dieser Vesikel mit der Zellmembran, es steuert den Prozess
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der Exozytose von Hormonen. [34, 38] Die spontane Oszillation sowie die Ca?*-abhingigen
Vesikelfreisetzung sind auch fiir die Neurotransmitterfreisetzung relevant. [39, 40].
Spannnungsgesteuerte Ca%*-Kanile aus der Familie der Cay1-Ca?*-Kanile sind beispielsweise
an der Dopaminfreisetzung in der Substantia nigra beteiligt. [28, 41] Sie ermdglichen die
Schrittmacherfunktion dopaminfreisetzender Neurone der Substantia nigra, in dem sie unter
anderem zur Ca®*-abhéngigen spontanen Oszillation und Exozytose beitragen. [28] Daruiber

hinaus tragen sie zur Funktion anderer erregbarer Zellen des ZNS bei. [14, 23]

Cav1.3-Ca%*-Kanile zeichnen sich dadurch aus, dass sie in menschlichen Geweben variabel
exprimiert werden, dies betrifft sowohl die Expression der RNA als auch des Kanalproteins.
[42, 43] Hohe Konzentrationen dieser Kanale finden sich im zentralen Nervensystem (ZNS),
insbesondere dem Gehirn, zudem im Innenohr, in der Retina, der Bauchspeicheldriise, der
Nebennierenrinde und im Reizleitungssystem des Herzens. [42-46] Ca,1.3-Ca%*-Kanile sind in

all diesen Geweben wesentlich fiir das Ca?*-Signaling. [11, 13]

De novo dominante Mutationen des CACNAID-Gens koénnen Anderungen der
biophysikalischen Cay1.3-Ca?*-Kanalfunktion und letztlich komplexe Erkrankungsbilder zur
Folge haben. [3] Hier liegt ein Zugewinn an Kanalfunktion mit erhéhtem Ca%*-Einstrom in die
Zelle vor, der als Gain-of-Function bezeichnet wird. [17]

Diese Gain-of-Function-Mutationen kénnen die besondere Kinetik von Ca,1.3-Ca%*-Kanélen
mit ihrer Aktivierbarkeit bei vergleichsweise negativen Membranpotentialen, ihrer hohen
spannungsabhadngigen Aktivierbarkeit sowie ihrer verzogerten Inaktivierung dahingehend
verdndern, dass der Ca?-Einstrom weiter ansteigt. [14, 47, 48] Mutationen
spannungsgesteuerter Ca*-Kanile kénnen so zu Verdnderungen der Kanalfunktion fiihren,
und Aktivierung oder Inaktivierung kénnen verdndert sein. [49] Cay,1.3-Ca?*-Kanile
inaktivieren bis zu einem gewissen Grad bereits unter physiologischen Bedingungen
unvollstiandig, Gain-of-Function-Mutationen kodnnen diese Inaktivierung zusétzlich

vermindern. [50]

Bei den heterozygoten de novo dominanten CACNA1D-Varianten wurden im Menschen bisher
ausschlieBlich Varianten mit Gain-Of-Function als pathogen beschrieben. [1, 4, 51] Dies wurde

durch weitere klinische Fallberichte demonstriert. [2, 52] Die unterschiedlichen de novo



21

dominanten CACNAI1D-Varianten weisen neben der biophysikalischen eine ausgepragte
klinische Heterogenitat auf. [2, 3] (siehe Tabellen 5-15 in Kapitel 9.3.7).

Einzelne Mutationen des CACNA1D-Genes werden mit unterschiedlichen Erkrankungen
assoziiert. [2, 3] Mutierte Cay1.3-Ca?*-Kanale mit verdnderter Biophysik fiihren aufgrund ihrer
zentralen Rolle in unterschiedlichen komplexen zellularen Signalwegen und physiologischen
Regelkreisen zu Stérungen mit weitreichenden klinischen Implikationen. [2] Dysfunktionen
unterschiedlicher Organsysteme treten auf und kdnnen zu entsprechend hochkomplexen
Storungsbildern fiuhren. [2, 3] Die de novo dominanten CACNA1D-Mutationen werden als
heterozygote Keimbahnmutationen zusammengefasst und von familidren rezessiven
homozygoten Mutationen unterschieden. [31] Bisher wurden ca. 20 Menschen mit
verschiedenen pathogenen dominanten de novo CACNA1D-Varianten publiziert. [3, 52]. Der
Phanotyp dieser dominanten de novo Mutationen unterscheidet sich grundsatzlich von den
familidren rezessiven Mutationen. [53, 54]

Diese biallelischen CACNA1D-Mutationen haben im Gegensatz zu Gain-of-Function-
Mutationen einen Funktionsverlust (Loss-of-Function-Mutationen) zur Folge, es kommt es
demnach zu einem verminderten Ca%*-Einstrom in die betroffenen Zellen. [47, 53, 55] Sie
fuhren daher zu anderen Krankheitsbildern und unterscheiden sich damit sind auch klinisch
von Gain-of-Function-Mutationen. [55] Loss-of-Function-Mutationen treten in Regel nicht de
novo, sondern familiar auf. [55] Loss-of-Function-Mutationen kdnnen beispielsweise das
Syndrom mit Dysfunktion des Sinusknoten und Taubheit (sinoatrial node dysfunction and
deafness; SANDD) ausldsen.[54-56]

Deutlich haufiger als die dominanten de novo und die rezessiven familiaren Mutationen
kommen somatische CACNA1D-Mutationen vor. [3, 57-59] Sie werden in 10-30% der
aldosteronproduzierenden Adenome und in bis zu 60% der Adenomvorlauferldasionen
detektiert. [3, 12, 59] Sie seien hier erwdhnt, da diese somatischen Mutationen den
dominanten de novo Mutationen hinsichtlich ihrer elektrophysiologischen Auswirkungen auf
das Kanal-Gating dhneln kénnen, und da diese somatischen Mutationen die gleichen DNA-
Basen betreffen konnen wie Keimbahnmutationen. [12] Diese somatischen Mutationen

konnen einen Gain-of-Function zur Folge haben. [12]

Dominante de novo CACNA1D-Varianten fiihren zu teils klinisch distinkten Syndromen. [1, 4,

31] Zunachst wurden de novo dominante CACNA1D-Mutationen beschrieben, die u.a. zu
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Autismus-Spektrum-Storungen (A749G, G407R) fihren konnen. [60, 61] In der Folge wurden
schwere globale Entwicklungsstérungen beschrieben, die mit den novo dominanten
CACNA1D-Mutationen assoziiert sind. [4, 31] (siehe Tabellen 5-15 in Kapitel 9.3.7) Das PASNA-
Syndrom umfasst ein Symptomspektrum; fihrend fir das PASNA-Syndrom war zunachst ein
Phdanotyp mit einer Kombination endokriner und neurologischer Stérungen. [4] PASNA ist
hierbei ein Akronym fiir primaren Hyperaldosteronimus (primary aldosteronism; PA),
epileptische Anfélle (seizures, S) und andere neurologische Auffalligkeiten (neurologic
abnormalities, NA). Bisher wurde das PASNA-Syndrom auf de novo dominante CACNA1D-
Mutationen zuriickgeflihrt, die die al-D-Untereinheit betreffen. [4, 12, 62, 63] Diese
Mutationen sind in der Regel Keimbahnmutationen. [2] Nicht alle namensgebenden
Symptome des Akronyms PASNA-Syndrom miissen vorliegen, damit ein Variantenphanotyp
mit seiner komplexer Symptomauspragung als PASNA klassifiziert wird. [2, 4, 12, 62, 63]
Urspriinglich war der endokrinologische Phanotyp zentral bei der Klassifizierung des PASNA-
Syndroms.[2-4] Trager*innen einer Mutation weisen teils transiente endokrine Stérungen auf,
beispielsweise transiente Hypoglykdmien oder transiente Erhéhungen von Aldosteron. [2, 3]
Die endokrinen Storungen sind teils von schweren neurologischen Entwicklungsstérungen
begleitet. [3] Die Klinik von Menschen mit CACNA1D-Mutationen kann Uberschneidungen mit
der Erkrankung Zerebralparese haben; Autismus-Spektrum-Stérungen wurden mit diesen
Mutationen korreliert, und selbst psychiatrische Symptome wie Angst und Depression wurden
mit CACNA1D-Mutationen in Zusammenhang gebracht. [2, 60, 64, 65] Weitere Symptome bei
Patient*innen mit CACNA1D-Mutationen sind umschriebene Entwicklungsstérungen sowie
eine muskulare Hypotonie, zudem weisen mehrere Mutationstrager*innen Herzfehler auf. [2,

3, 31] (siehe Tabellen 5-15 in Kapitel 9.3.7)

Es gibt schwere Epilepsiesyndrome in der frithen Kindheit, die durch genetische Mutationen
bedingt sind, sie kdnnen zu einer Stérung samtlicher Entwicklungsbereiche fihren. [17, 66,
67] Einige von ihnen werden zur Gruppe der entwicklungsbedingten und epileptischen
Enzephalopathien (developmental and epileptic encephalopathies, DEE) zusammengefasst.
[66, 67] Bei diesen Epilepsien besteht zum Teil zunachst vor dem Auftreten erster
epileptischer Anfélle eine Entwicklungsstorung. [66] Die Epilepsie entsteht in diesem Fall
sekundar auf dem Boden einer Entwicklungsstérung. [66] Epileptische Enzephalopathien

(englisch: epileptic encephalopathies, EE) konnen jedoch auch wahrend der altersgemalRen
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Entwicklung eines Kindes auftreten und sekundar zu einer Entwicklungsstérung fihren. [66]
Sowohl bei epileptischen Enzephalopathien als auch bei entwicklungsbedingten epileptischen
Enzephalopathien kann es wadhrend des Krankheitsverlaufes zur Entwicklungsregression
kommen. [68] Die Internationale Liga gegen Epilepsie (International League Against Epilepsy,
ILAE) unterstreicht mit dem Begriff DEE die Tatsache, dass Entwicklungsstérung und Epilepsie
eigenstandige pathophysiologische Ursachen im Rahmen der Epilepsieerkrankung haben
konnen. [69] So kénnen Entwicklungsstillstand und —regression auch bei anfallsfreien Kindern
auftreten. [69] Neurodegenerative Prozesse kdnnen bei besonders schweren erkrankten
Kindern nachweisbar sein. [68] Anhand EEG-morphologischer Kriterien werden diese beiden
schweren Epilepsiegruppen DEE und EE vom Lennox-Gastaut-Syndrom (LGS) unterschieden.
[67] Die pathognomonischen elektrographischen Merkmale fiir die Diagnose einer Lennox-
Gastaut-Syndroms kénnen erst im Verlauf entstehen und ein LGS aus einer frithkindlichen DEE
oder EE entstehen. [67] Bei den schweren Formen kindlicher Epilepsie kann davon
ausgegangen werden, dass voneinander unabhangige pathologische Vorginge zu
epileptischen Anfillen oder einer Entwicklungsstorung fihren kénnen. [69] Durch die
wechselseitige Verstarkung von epileptischen Anfdllen und der Enzephalopathie kann die
Entwicklungsstérung voranschreiten. [69]

Haufig filhren monogene de novo dominante Mutationen zu diesen genetischen Epilepsien,
rezessive Formen werden deutlich seltener nachgewiesen. [66] Uber 450 verschiedene dieser
monogen genetischen Epilepsien wurden bisher beschrieben. [17] Mutationen, die Ca?*-
Kanile und das Ca?*-Signaling betreffen sind nur ein kleiner Teil von ihnen. [17] Selbst eine
medikamentése Therapie mit mehreren anfallsverhindernden Medikamenten flihrt bei diesen

genetischen Epilepsien haufig nicht zur suffizienten Anfallsreduktion. [68]

Tremor ist eine Bewegungsstorung mit unbeabsichtigten rhythmisch oszillierenden
pathologischen Bewegungen der quergestreiften Skelettmuskulatur, er kann generalisiert
oder lokal begrenzt auftreten. [70] Tremor ist ein hdaufiges Symptom in der
Erwachsenenneurologie, welches im Rahmen von neurologischen Erkrankungen vor allem
alterer Menschen auftreten kann. [71] Haufige zu unterscheidende Tremorformen in dieser
Altersgruppe sind der essentielle Tremor und der Tremor im Rahmen der
Parkinsonerkrankung bzw. eines Parkinsonsyndroms. [71, 72] Von diesen haufigen Formen

lassen sich seltene Tremorformen abgrenzen, die aus strukturellen Lasionen des Hirnstammes,
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Kleinhirns und Mittelhirns resultieren oder unerwiinschte Folgen medikament&ser Therapien
sein konnen. [71] Klinisch wird der Tremor in der Erwachsenenneurologie in Aktionstremor,
Ruhetremor und Intentionstremor unterschieden. [71] Ein primdrer Tremor, der in der
Kindheit, insbesondere im Sauglingsalter beginnt, stellt eine Raritat dar. [73] Tremorartige
Bewegungsentdufllerungen in der Neonatalperiode oder dem Sauglingsalter kénnen hier vor
allem sekundar durch Hypoglykdmien, Vitamin-B12-Mangel oder neonatale Alkohol- oder
Drogenentzugssyndrome ausgeldst werden. [73, 74] Zudem sind unterschiedliche
angeborenen tremorartige Bewegungsstorungen beschrieben, die durch metabolische
Storungen verursacht werden und entsprechend behandelbar sind. [75] In der Literatur gibt
es vereinzelte Fallberichte Uber andere Bewegungsstorungen bei Kindern, die teilweise
schwierig von Tremores unterschieden werden kdnnen; sie treten haufig im Sduglings- oder
Kleinkindalter auf, sind haufig transienter Natur und in der Regel mit einer normalen
kindlichen Entwicklung assoziiert. [75, 76] Zu diesen Storungen gehodren Stereotypien,
Zittrigkeit (jitteriness), frihkindliche Tics, benigne neonatale Einschlafmyoklonien, benigne
Myoklonien des Sauglings, physiologische Schlafzuckungen, Schauder-(Shuddering)-Attacken,
Spasmus nutans, seltenere Formen wie transiente idiopathische Dystonie, benigner
paroxysmaler Torticollis, paroxysmale tonische Augendeviation und transiente infantile
Chorea. [75, 77-84] Bestimmte Epilepsien und epileptische Syndrome kdnnen zu einer
Bewegungsstorung mit einschieBenden paroxysmalen Zuckungen fiihren, diese werden als
myoklonische Anfille bezeichnet. [85, 86] Bei Epilepsien des Kindesalters mit myoklonischen
Anfallen, wie bei den unterschiedlichen Formen der progressiven Myoklonusepilepsie, dem
Dravet-Syndrom und anderen genetisch verwandten Epilepsiesyndromen, wie auch bei
infantilen Spasmen und dem Lennox-Gastaut-Syndrom kommt es zu pl6étzlichen muskuldren
EntduRerungen (jerks), die in der Regel nicht oszillierend rhythmisch sind. [87-90] Eine
Unterform der kindlichen progressiven myoklonischen Epilepsie ist die Unverricht-Lundborg-
Erkrankung, hierbei kommt es bezeichnenderweise auch zu einem Tremor. [91] Auch andere
Epilepsieformen mir einem Tremor sind beschrieben, beispielhaft sei das familidre
Epilepsiesyndrom mit einem kortikalen myoklonischen Tremor (Familial Cortical Myoclonic
Tremor and Epilepsy, FCMTE) genannt. [92, 93] Neben diesen Epilepsieformen kann ein
Myoklonus auch Folge von anderen Erkrankungen sein, dann werden die Myoklonien als
symptomatisch klassifiziert. [94] Die heriditare Hyperekplexie geht, wie der englische Name

,,Stiff baby syndrome” offenbart, mit einem ausgepragten muskuldren Hypertonus einher. [81,
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95] Die Hyperekplexie kann wie das Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom ebenfalls zu
anhaltenden paroxysmalen Bewegungsstorungen bzw. Myoklonien fiihren. [95-97]

Bisher ist nur eine weitere Publikation erschienen, die eine generalisierte rhythmisch-
oszillierende Bewegungsstérung im Sinne einer tremorartigen Bewegungsstérung bei Cay1.3-
Ca%*-Kanaldysfunktionen beschreibt. [70, 98] Hiufiger wurde vor allem die Rolle von Cay1.3-
Ca?*-Kanilen in der Pathogenese des Tremors beim Morbus Parkinson untersucht. [28, 99,
100] Die Pravalenz des Morbus Parkinson ist im Vergleich zu anderen neurodegenerativen
Erkrankungen in der Allgemeinbevdlkerung hoch, besonders bei Personen lber dem 60.
Lebensjahr. [101] Der Morbus Parkinson wird als idiopathisches Parkinsonsyndrom von
Parkinsonsyndromen mit bestimmter Atiologie unterschieden, diese anderen Formen werden
auch als Parkinsonismus beschrieben. [102, 103] Der Morbus Parkinson ist unter den
Parkinsonsyndromen die haufigste Form. [104] Die typische Symptomentrias bei Morbus
Parkinson und den Parkinson-Syndromen besteht aus Tremor, Rigor, Akinese bzw.
Bradykinese. [104, 105] Steht ein Tremor klinisch im Vordergrund, wird von einem
Tremordominanztyp gesprochen, es gibt Falle in denen ein Ruhetremor initial das einzige
Symptom darstellt. [104, 106] Uber 75% der Fille von Morbus Parkinson gelten als
sporadische Formen, bei ihnen wurden bisher keine auslésenden Mutationen gefunden. [107]
Bei den Ubrigen Fallen gibt es einen Teil mit krankheitsauslésenden monogenen Mutationen
sowie einen Teil mit Mutationen, die ein intermediares Risiko fiir eine Erkrankung darstellen.
[101, 107] Bisher wurden keine Ca?*- Kanalmutationen als ursichlich fir den Morbus

Parkinson beschrieben. [107].

Cay1.3-Ca?*-Kanile sind in dopaminergen Neuronen der Substantia nigra exprimiert. [28] Die
Cay1.3-Ca?*-Kanile sind wesentlich fur die Funktion von Neuronen der Substantia nigra pars
compacta. [23] lhre besondere Elektrophysiologie ist entscheidend fiir die autonome
Schrittmacherfunktion einzelner Neurone der Substantia nigra. [23, 108]

Ein einzelnes dopaminerges Neuron der Substantia nigra kann hunderttausende Synapsen mit
striatalen Neuronen bilden. [109, 110] Fir die stoffwechselintensive Funktion dieser groRen
Anzahl von Synapsen sowie fiir die oben genannte Schrittmacherfunktion ist ein hohes Mal
an Energie notig, welches durch zahlreiche Mitochondrien zur Verfligung gestellt wird; durch
die Energiegewinnung der oxydativen Phosphorylierung entstehen neben Energietragern

jedoch auch radikale oxidative Stoffwechselprodukte, die wiederum die Mitochondrien und



26

damit die Neurone schadigen konnen. [108, 111] Da auch durch die Dopaminsynthese und
den Dopaminabbau zusatzlich oxidative Stoffwechselprodukte entstehen kénnen, sind diese
dopaminergen Neurone insgesamt gefahrdet. [108] Durch Cay1.3-Ca%*-Kanéile strémt Ca®* in
diese Neurone, u.a. um den Stoffwechsel dieser leistungsfahigen Zellen zu regulieren. [101]
Der Ca?*-Einstrom birgt jedoch das Risiko fiir eine Ca%*-Uberladung. [10, 101] Ein Zuviel an Ca?*
in den Zellen kann jedoch die Mitochondrienfunktion stéren und die Freisetzung oxidativer
Stoffwechselprodukte erhéhen, und so zum Untergang von Mitochondrien und letztlich zum

Zelltod dieser vulnerablen dopaminergen Neurone fiihren. [101, 108, 112-114]

Jedoch sind Cay1.3-Ca?*-Kanéile auch im Striatum lokalisiert sind. [23, 115, 116] Cay1.3-Ca**-
Kanadle sind damit neben der Substantia nigra in einer weiteren wesentlichen anatomischen
Region exprimiert, die fiir das dopaminerge Mittelhirnsystem und damit die Pathogenese des
Morbus Parkinson wichtig ist. [23, 116] Bezeichnenderweise gehen bei der
Parkinsonerkrankung neben nigralen dopaminergen Neuronen auch die Dendritenbdume im
Striatum zugrunde. [117] Das Striatum ist eine zentrale Struktur der Basalganglien im
menschlichen Gehirn. [118] Es ist direkt an der Regulation von Bewegungsabldufen,
komplexen Handlungen bis hin zu komplexen Fahigkeiten wie Motivation, Lernprozessen und
prozeduralem Ged&chtnis beteiligt. [118, 119] Im Striatum bestimmen Cay1.3-Ca?*-Kanile die
Erregbarkeit mittelgroBer Projektionsneurone. [23, 116] Diese Projektionsneurone werden
mittelgrofle dornentragende Neurone (englisch: medium spiny neurons, MSN) genannt. [23,
116] 98 Prozent der striatalen Neurone sind mittelgroBe dornentragende Neurone. [23] Im
Gegensatz zu den dopaminergen Projektionsneuronen der Substantia nigra sind die
mittelgrolen dornentragenden Neurone des Striatums GABA-erg. [120] Sie exprimieren
jedoch Dopamin-Rezeptoren vom Typ 1 (D1) und 2 (D2) und sind unter anderem Ziel der
Projektionsneurone der Substantia nigra, die mit diesen dornenartigen Dendriten Synapsen
bilden. [23, 116, 118]

Das Striatum fungiert als Relaisstation, es integriert die glutamaterge Projektionen aus dem
Cortex und Thalamus mit den dopaminergen Projektionen aus der Substantia nigra und
entsendet Efferenzen, die zurick zum Thalamus oder Cortex laufen. [116, 120, 121]
Klassischerweise werden zwei striatale Regelschliefen unterschieden: der direkten Weg (direct
pathway) sowie der indirekten Weg (indirect pathway), der den direkten Weg in seiner

Aktivitat moduliert. [116, 120] Das Striatum ist damit mafRgeblich an der Exekution komplexer
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Bewegungs- und Verhaltensprogramme in Abhéangigkeit von Belohnungserwartungen
beteiligt [120, 121]

Storungen striataler Neurone spielen daher neben dem Morbus Parkinson eine Rolle bei
anderen Bewegungsstérungen wie der Chorea Huntington, aber auch bei psychotischen und
depressiven Erkrankungen. [121, 122] MittelgroRe dornentragende Neurone des Nucleus
accumbens, einer Kernregion des ventralen Striatums, sind von Bedeutung fiir die Entstehung
von Suchterkrankungen. [121, 123, 124]

Cav1.3-Ca?*-Kanile sind mit ihren elektrophysiologischen Eigenschaften von besonderer
Bedeutung fiir die striatalen Projektionsneurone, da sie in den striatalen Dendritenbdaumen
mit den charakteristischen dornenartigen Synapsenausstiilpungen hoch exprimiert sind. [23,
100, 125] Insgesamt stehen Cay1.3-Ca?*-Kanale mit ihrem charakteristischen Aktivierungs- und

Inaktivierungsverhalten damit im Zentrum der Dopaminregelkreise. [23, 100, 125, 126]

Ein Motorphdnotyp mit einer tremorartigen Bewegungsstorung wurde bereits mit einer
CACNA1D-Mutation assoziiert. [3] Diese Bewegungsstorung ist als Zitter-(jittering)-Phanomen
beschrieben worden und trat bei der de novo dominanten F767S-Variante der al-D-

Untereinheit des Cay1.3-Ca%*-Kanals auf. [3]

CACNA1D-Mutationen sind seltene Ursachen eines kongenitalen genetischen
Hyperinsulinismus, der zu schweren Hypoglykdmien flihren kann. [127, 128] Haufigere
Ursachen eines kongenitalen Hyperinsulinismus sind Mutationen, die zelluldre oder
mitochondriale DNA betreffen, typischerweise sind Kaliumkanale betroffen oder Enzyme oder
Transkriptionsfaktoren. [129, 130] Anders als bei Erwachsenen, bei denen haufig
hormonsezernierende Adenome zu Hyperinsulinismus flihren, liegen bei angeborenen
Formen meist de novo Mutationen vor, die zu einer erhdhten Insulinfreisetzung der Inselzellen
fihren. [129, 130] Bei Patient*innen mit PASNA-Syndrom liegen in der Regel CACNA1D-
Mutationen mit Gain-of-Function-Mutation vor. [2, 3] Folge hiervon kdnnen sowohl schwere
Formen eines Hyperinsulinismus als auch transiente Formen eines Hyperinsulinismus sein. [2,

3]

Ein kongenitaler Hyperaldosteronismus kann neben dem Hyperinsulinismus als weitere

endokrine Dysfunktion bei de novo dominanten CACNA1D-Mutationen auftreten. [3, 4, 12]
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Dieser Hyperaldosteronismus kann ebenfalls transienter Natur sein. [2, 3] Eine arterielle
Hypertonie, eine Hypokaliamie oder Schwache der Muskulatur konnen Hinweise auf das
Vorliegen eines Hyperaldosteronismus sein. [12, 131, 132] Auch flir den kongenitalen
Hyperaldosteronismus kénnen unterschiedliche Mutationen verantwortlich sein, die
beispielweise Enzyme oder lonenkandle betreffen. [12] Bei erwachsenen Patienten sind
insbesondere somatische Mutationen klinisch von grolRer Relevanz, hierbei konnen
hormonproduzierende Tumore unterschiedlicher Station einer Mikroadenom-Adenom-

Sequenz vorliegen. [12]

Die Funktion von Cay1.3-Ca?*-Kanilen ist fur die Detektion und Weiterleitung auditiver Reize
von der Cochlea liber den Nervus cochlearis bis zum ZNS wichtig. [133, 134] Ca,1.3-Ca%*-
Kandle sind in den inneren Haarzellen der Cochlea, den primaren Sinneszellen, hoch
exprimiert. [54, 135] Eine besonders hohe Dichte von Cay1.3-Ca?*-Kanilen weisen die
charakteristischen Band-Synapsen (ribbon synapses) dieser inneren Haarzellen auf. [45, 136]
An diesen Synapsen findet die erste Ubertragung des Signals der sensorischen Sinneszellen
auf den Nervus cochlearis statt. [135] Der Neurotransmitter der inneren Haarzellen ist
Glutamat. [135, 137] Ca%*-lonen, die durch Cay1.3-Ca?*-Kanéile in die inneren Haarzellen
stromen, steuern die Glutamatfreisetzung aus der prasynaptischen Membran der Band-
Synapsen und damit eine wesentliche elektrophysiologische Funktion der Cochlea. [45, 54]
Die Funktion der Cay1.3-Ca?*-Kanile stabilisiert die Struktur der Band-Synapsen. [138] Beim
autosomal rezessiven SANDD-Syndrom ist eine HOrstorung namensgebender Teil des
Phanotyp (D = deafnesss, Taubheit) [56, 139] Bisher wurden eine Taubheit bei keiner Mutation

mit Gain-of-Function-Effekt beschrieben. [2, 3]

Sehstérungen wurden bei einzelnen dominanten de novo CACNA1D-Varianten beschrieben.
[2, 3] Fur die Funktion der Retina sind Cay1.3-Ca®*-Kanile relevant. [140, 141] Hinweise fur
Fehlregulationen von Cay1.3-Ca?*-Kanilen zeigten sich in einem Mausmodell fiir das Usher-
Syndrom, einer der haufigsten Ursachen fiir eine genetische gleichzeitige Blind- und Taubheit
bei Menschen. [142] Eine Blindheit wurde bisher weder bei rezessiven noch dominanten

CACNA1D-Mutationen beschrieben. [2, 3]
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L-Typ- Ca?*-Kanéle, wie Cay1.3-Ca?*-Kanile, lassen sich pharmakologisch beeinflussen. [6, 143]
Sie kdénnen durch Dihydropyridine inhibiert werden; Dihydropyridine sind eine Gruppe von
Ca?*-Kanalantagonisten mit &hnlichen pharmakologischen Eigenschaften, die sich vom
heteroaromatischen Pyridin ableiten. [144-146] Isradipin und Nifedipin gehoren zu den
Dihydropyridinen. [147] Diese beiden Ca?*-Kanalantagonisten kénnen die Bluthirnschranke
Uberwinden.[148, 149] Isradipin hat aufgrund seiner Lipophilie eine besonders gute ZNS-
Gangigkeit. [150] Diese beiden Stoffe wirken spezifisch, sie binden und blocken mit hoher
Affinitat Cay1.3-Ca%*-Kanile. [3, 31, 151] Die beiden Ca%*-Kanalinhibitoren sind in der Therapie
der arteriellen Hypertonie bei erwachsenen Patient*innen etablierte Therapieoptionen. [152]
Fir die Behandlung von Kindern stellt eine Isradipin- oder Nifedipin-Therapie einen nicht
bestimmungsgemaRen Arzneimittelgebrauch, eine Off-Label-Behandlung dar; einige Daten
flir den Einsatz beider Substanzen als Antihypertensiva in padiatrischen Kollektiven sind
jedoch publiziert. [153-156] Fir den Wirkmechanismus ist das Ca’*-Kanal-Gating und das
jeweilige Membranpotential relevant. [3] In der Literatur wird von klinischen Effekten von
Nifedipin bei der dominanten de novo L271H-CACNA1D-Variante berichtet: Hier zeigte sich
wahrend eines Behandlungsversuches ein blutdrucksenkender Effekt der Nifedipintherapie,
zudem wurde von einer Verbesserung des muskuldaren Hypotonus berichtet. [52] (siehe
Tabelle 15 in Kapitel 9.3.7)

Im Tiermodell konnte fiir Isradipin eine schiitzende Wirkung auf Zellen des dopaminergen
Systems im Striatum und der Substantia nigra demonstriert werden. [100, 113, 157, 158]
Isradipin wird daher als ein potentieller Kandidat fiir die Pharmakotherapie des Morbus
Parkinson diskutiert. [113, 114, 143, 159, 160] In einem Tiermodell fiir den Morbus Parkinson,
wurde bei Ratten die Dichte der Synapsendornen mittelgrofRer Neuronen des Striatums
untersucht, nachdem zuvor dopaminerge Projektionsneurone durch ein Neurotoxin zerstort
wurden. [161, 162] Hierbei konnte eine transiente Stabilisierung der Dichte dieser
Synapsendornen durch Isradipin gezeigt werden. [125, 162] Durch eine klinische Studie bei
erwachsenen Patienten, die an Morbus Parkinson litten, ergaben sich Hinweise dafiir, dass
Isradipin das Fortschreiten der Erkrankung verzégern kann. [114, 160] Auch fiir andere
Krankheitsmodelle wurde postuliert, dass die Beeinflussung der Cay1.3-Ca%*-Kanile eine

neuroprotektive Wirkung haben kénnte. [113, 163]
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Besonders kritischer und genauer Prifung bedarf die Durchfihrung einer Off-Label-
Behandlung von Kindern, um maogliche Nebenwirkungen so weit wie méglich zu vermeiden.
[164-166] Bei einer potentiellen Therapie mit einem Stoff aus der Gruppe der Dihydropyridine
sind neben haufigen unerwiinschten Nebenwirkungen wie einem raschen Blutdruckabfall,
einer konsekutiven Herzfrequenzsteigerung bis hin zu einem Kreislaufkollaps auch allergische
Wirkungen und potenzielle Schadigungen der Nieren- und Leberfunktionen maglich. [167-

170]

6.2 Forschungshypothesen und wissenschaftliche Zielsetzungen

1.) Mit dieser Arbeit wird untersucht, ob die G1169D-Variante einer CACNA1D-Mutation zu
charakteristischen elektrophysiologischen Verinderungen des gatings von Cay1.3-Ca®*-
Kanalen in einem heterologen Zellexpressionsmodell fiihrt.

2.) Es erfolgt eine Priifung, ob potenzielle Verdnderungen des gatings bei der G1169D-
Variante im Sinne eines Gain-of-Function (Funktionszugewinn) oder Loss-of-Function
(Funktionsverlust) interpretiert werden kdnnen. [1, 46]

3.) Zudem wird untersucht, ob es charakteristische klinische Veranderungen bei zwei Tragern
der G1169D-Variante gibt.

4.) Diese elektrophysiologischen und klinischen Charakterisierungen werden einander
gegenibergestellt und die G1169D-Variante hinsichtlich ihrer potenziellen Pathogenitat
beurteilt.

5.) Hierfiir werden die erhobenen biophysikalischen Daten vor dem Hintergrund der Daten
anderer publizierter de novo dominanter CACNA1D-Varianten interpretiert. [2]

6.) Im Rahmen der elektrophysiologischen Charakterisierung der Variante wird untersucht, ob
die Cay1.3-Ca?*-Kanile der G1169D-Variante durch den Ca?*-Kanalantagonisten lIsradipin
inhibiert werden kénnen.

7.) Es wird zudem untersucht, inwiefern sich die Sensitivitit der Cay1.3-Ca%*-Kanéile der

G1169D-Variante von denen des Wildtyps (WT) unterscheidet.
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8.) Anhand dieser Ergebnisse wird der potenzielle Nutzen und das Risiko einer Therapie mit
einem Ca?*-Kanalantagonisten wie Isradipin oder Nifedipin fir den experimentellen

individuellen Therapieversuch gepriift.
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7 Methodik

7.1 Erklarungen zum Eigenanteil der Dissertationsschrift

Die vorliegende Monographie, selbststandig von mir, Fabian Dannenberg, verfasst, widmet
sich den funktionellen (biophysikalischen) und klinischen Konsequenzen einer neu entdeckten
Calciumkanal-Variante.

Ich weise daraufhin, dass Teile dieser Monographie, insbesondere aus den Kapiteln Einleitung,
Methoden, Ergebnisse und Diskussion, einschlieRlich bestimmter Abbildungen und Tabellen
moglicherweise nach der Einreichung und Er6ffnung des Promotionsverfahrens, aber noch vor
Abschluss des Gutachterprozesses zur Veroffentlichung in einer bisher nicht feststehenden
Fachzeitschrift vorgesehen sind. Bei dieser in Vorbereitung begriffenen Originalarbeit werde
ich als Erstautor gesetzt, da ich u.a. hauptverantwortlich fir den klinischen Teil (Ergebnisse,
Datenauswertung) und die Darstellung und Interpretation der elektrophysiologischen
Ergebnisse vor dem Hintergrund der klinischen Befunde der Arbeit war, sowie die
wesentlichen Anteile des Textes verfasst habe. Fiir die in Vorbereitung befindliche Publikation
werden die Richtlinien des ICMIJE (International Committee of Medical Journal Editors;
www.icmje.og) zur Autorenschaft eingehalten.

Die elektrophysiologischen Ergebnisse aus der Untersuchung der Calciumkanal-Variante
konnen durch die klinische Charakterisierung des Indexpatienten in ihren Konsequenzen
besser verstanden werden. Diese Korrelation erfolgte durch mich. Insgesamt bin ich fur die
Planung, Messung, Darstellung, Auswertung und Interpretation der klinischen Ergebnisse
hauptverantwortlich.

Ich war von Anfang an der Entwicklung und Formulierung der Fragestellungen beteiligt. Die
Konzeption der Arbeit, einschliellich der elektrophysiologischen Charakterisierung und der
Erarbeitung des klinischen Erkrankungsbilds, erfolgte in gemeinsamen (virtuellen)
Gruppenarbeiten zwischen meiner Erstbetreuerin Frau Prof. Dr. Ute Scholl, Herrn Prof. Dr.
Jorg Striessnig und Frau Dr. Nadine J. Ortner (beide von der Universitat Innsbruck), meinem
Zweitbetreuer Herrn Prof. Dr. Markus Schiilke-Gerstenfeld sowie Herrn Dr. Gabriel Stolting
(Labor Prof. Dr. U. Scholl) und mir.

Um zu gewdhrleisten, dass nur meine eigenen Leistungen fir die Bewertung der Dissertation

herangezogen werden kdnnen, weise ich darauf hin, dass die der Arbeit zugrundeliegenden
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elektrophysiologischen Daten nicht von mir selbst erhoben und ausgewertet wurden. Die
Elektrophysiologie wurde von Frau Dr. Nadine J. Ortner durchgefiihrt, einschlieflich
Mutagenese, Transfektion, Aufbau eines heterologen Zell-Expressionssystems, Zellkultur und
Messung der elektrophysiologischen  Patch-Clamp-Daten. Diese  Daten  und
Auswertungsergebnisse wurden mir mit freundlicher Genehmigung von Frau Dr. Nadine J.
Ortner fir die Verfassung der Monographie zur Verfligung gestellt.

Diejenigen Ergebnisse, die von Frau Dr. Nadine J. Ortner erhoben wurden, sind in der Arbeit
entsprechend gekennzeichnet, sie wurden durch sie in den Ergebnistabellen (Tabelle 2, 3, 4)
und den Abbildungen (Abbildungen 10, 11, 12, 13, 14, 15) dargestellt. Diese Tabellen und
Abbildung wurden mir ebenfalls samtlich mit freundlicher Genehmigung von Frau Dr. Nadine
J. Ortner fir die Verfassung der Monographie zur Verfligung gestellt. Da ein erneuter eigener
Entwurf dieser Abbildungen und Tabellen durch mich keine origindre Leistung darstellen
wirde, bearbeitete ich die genannten Tabellen und Abbildungen lediglich fir die
Monographie. Die Autor*innenschaft istin den entsprechenden Untertexten der Tabellen und
Abbildungen angegeben. Der Text des Ergebnisteils ist selbststandig durch mich verfasst
worden.

Frau Prof. Ute Scholl, Herr Prof. Markus Schiilke-Gerstenfeld und Herr Dr. Gabriel Stolting
ermoglichten mir durch Mitarbeit in ihren Laboren Einblicke in die verwendeten Methoden,
insbesondere in Versuchsaufbau und der Durchfiihrung der Patch-Clamp-Untersuchungen
sowie in die Auswertung der Messdaten.

So konnte ich in einem dhnlichen Projekt, das eine Natriumvariante untersuchte, selbststandig
Patch-Clamp-Messungen zur Gewinnung experimenteller elektrophysiologischer Daten
durchfihren. Diese durchgefiihrten elektrophysiologischen Messungen - zwar nicht
inhaltlicher Bestandteil dieser Dissertation — ermoglichten mir das Verfassen dieser
Monographie. Im Rahmen dieses weiteren Projektes konnte ich neben der Messung der
elektrophysiologischen Patch-Clamp-Daten die Arbeitsschritte der Mutagenese, Transfektion,
Aufbau eines heterologen Zell-Expressionssystems und Zellkultur sowie der Verwaltung und
Auswertung der Patch-Clamp-Daten kennen lernen.

Auch die Ubrigen Teile der Monographie sind selbststdandig durch mich verfasst worden.
Neben der kritischen Bewertung und Interpretation der klinischen und elektrophysiologischen
Daten bildet die Kontextualisierung der Ergebnisse nach umfangreicher Literaturarbeit einen

wesentlichen Teil dieser Arbeit.
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Fir die Illustrierung des Ergebnisteils stellte mir Dr. Gabriel Stolting freundlicherweise

Abbildungen 2, 3, 4 zur Verfligung. Auch dies ist an entsprechender Stelle gekennzeichnet.

7.2  Studienteilnehmer

Das schriftliche Einverstandnis der sorgeberechtigten Eltern des Patienten wurde eingeholt
und liegt vor. Diese Studie wurde im Einklang mit den ethischen Richtlinien gemaR der
Deklaration von Helsinki ausgefiihrt, die von der Generalversammlung des Weltarztebundes
beschlossen wurden. [171] Es liegt ein entsprechendes positives Votum der zustandigen
Ethikkommission der Charité Universitatsmedizin Berlin vor (Antragsnummer EA2/084/18).
Der Indexpatient wurde in den DRK Kliniken Berlin Westend entbunden und dort die ersten 2
Monate regelmafig betreut. Seit dem 2. Lebensmonat erfolgte eine regelmaRige ambulante
Betreuung im Sozialpadiatrischen Zentrum der Charité - Universitatsmedizin Berlin. Eine
ausfihrliche Familienanamnese wurde durch Befragung der Eltern einschlieBlich der

GroRelterngeneration des Kindes durchgefiihrt.

7.3 Genetische Analyse

Fiir die genetische Analyse des Indexpatienten mit der G1169D-Variante wurden Blutproben
vom Patienten und den Eltern gewonnen. Es erfolgte eine DNA-Extraktion, und eine
Sequenzierung der gesamten kodierenden Abschnitte des Genoms (whole exome sequencing,
WES) wurde in der Praxis fir Humangenetik in Tlbingen, Deutschland, als genetische
Routinediagnostik durchgefiihrt.

Es erfolgte eine Datenbankrecherche, um zu evaluieren inwiefern es sich bei der G1169D-
Variante um eine neue, bisher nicht beschriebene Variante handelt. Hierfiir wurde die

genetische Datenbank ClinVar durchsucht, eine frei zugangliche Datenbank in der Phanotyp-
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Genotyp-Korrelationen von unterschiedlichen genetischen Varianten hinterlegt sind. [172]
Zudem wurde als weitere Datenbank gnomAD (Genome Aggregation Database), die eine
Sammlung von (ber 125.000 menschlichen Exomsequenzierungsdatensatzen sowie von Uber
15.000 Sequenzierungsdatensatzen des gesamten menschlichen Genoms (whole genome
sequencing data) aufweist, nach der G1169D-Variante durchsucht. [173] In diesen
Datenbanken konnte keine Beschreibung der G1169D-Variante gefunden werden. Ein anderer
Fall mit dieser Variante konnte jedoch in der weiteren frei zugdnglichen Datenbank fiir
genetische Varianten der Universitdt Leiden (Leiden Open Variation Database, LOVD)
identifiziert werden (DB-ID CACNA1D_000160). [174]

Fiir die genetische Analyse dieser G1169D-Variante aus der LOVD wurden Blutproben vom
Patienten und den beiden Eltern gewonnen. Am Amsterdamer UMC Labor fiir Genom
Diagnostik erfolgte eine ausfuhrlich genetische Diagnostik. Auch hier erfolgte eine nach einer
DNA- Extraktion die Sequenzierung der gesamten kodierenden Abschnitte des Genoms dieses
Patienten. Durch Analyse der Sequenzierungsdaten wurde die CACNA1D-Variante (c.3506G>A
p.(Gly1169Asp) in NM_000720.3; G1169D) mit einer Frequenz des Allels der G1169D-Variante
von 17% identifiziert. [175]

7.4 Molekulare Klonierung

Die G1169D-Variante wurde mittels ortsspezifischer Mutagenese in die CACNA1D-Sequenz auf
der Basis eines pCMV6-XL6 Plasmids eingefiigt. [176] Das Plasmid mit der Wild-Typ Sequenz
stammt von der Firma Origene und enthalt das Exon 8B. [4] Fir die Mutagenese wurde das
Q5-Site-Directed-Mutagenesis-Kits der Firma New England Biolabs GmbH verwendet. [177,
178] Das Primerdesign fir die Oligo-Nukleotid-Primer wurde durch das online
NEBaseChanger-Tool geplant. [178, 179] Geplant wurde ein Back-to-Back-Primer-System mit
einem Forward-Primer mit substituierter Base, Guanin ersetzt durch Adenin (gemaR der
CACNA1D-Variante (c.3506G>A p.(Gly1169Asp) in NM_000720.3)) sowie einem Reverse-
Primer, welcher mit dem 5‘-Ende des Forward-Primers abschlieBt. [176-179] Verwendet

wurde der Forward-Primer 1D_G1169D fw #2 (5-ATCTTTGTGGACTTTGTCATCG-3‘) sowie der
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Reverse-Primer 1D_G1169D rev #2 (5-GTTCATCATGAAGAAAGCTAC-3‘), welche durch die
Firma Eurofins Genomics synthetisiert wurden. [177, 180]

Die nicht phosphorylierten Primer und die Template-Plasmide wurde gemeinsam mit der Q5®-
Hot-Start-High-Fidelity-DNA-Polymerase der Firma New England Biolabs GmbH gemald der
Anleitung des Herstellers angesetzt. [181, 182] Diese High-Fidelity-Polymerase ist gemeinsam
mit Nucleotidbausteinen, Mg?*-lonen und einem Puffer im Q5-Master-Mix der Firma New
England Biolabs GmbH enthalten. [181, 182] Folgende PCR-Parameter wurden hierfir
verwendet: PCR Parameter: 1 x bei 98°C 30 s, 25 x 10 s bei 98°C; 30 s bei 58°C; 5:30 min bei
72°C; 1 x 120 s bei 72°C. [183] Die Berechnung der optimalen Annealing-Temperatur erfolgte
ebenfalls mit dem NEBaseChanger-Tool. [178]

Als nachster Schritt erfolgte die Zirkularisierung des PCR-Produkts sowie der Verdau des
urspriinglichen Templates. [178] Dies erfolgte unter Verwendung des KLD-Enzym-Mixes der
Firma New England Biolabs GmbH. Dieses Mix enthélt eine Kinase (K), eine Ligase (L) sowie
das Abbau-Enzym Dpnl (D). [177, 178] Die Phosphorylierung des linearen PCR-Produkts am 5°-
Ende erfolgt durch die Kinase, welches die Effizienz des nachsten Schritts, der Ligation,
steigert. [178] Bei der Ligation werden die teils komplementdren linearen DNA-Strange zu
einer ringformigen DNA, dem Plasmid, zusammengefligt. [176] Dpnl-Enzyme dienen dem
Verdau der Template-DNA, welche nicht die gewlinschte Mutation erhalt. [177, 178] Ergebnis
dieser Prozesse ist ein zirkulares Plasmid mit der gewlinschten Basensubstitution. [176]

Der Ansatz aus PCR-Produkt und KLD-Enzym-Mix wurde fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. [178, 184]

Als nachster Schritt erfolgte die Transformation des erhaltenen Konstruktes sowie des Wild-
Typ-Templates auf jeweils 50 pul TOP10 kompetenter E. coli. (Im Labor von Prof. U. Scholl
hergestellt.) [176, 182] Hierflir wurden die Bakterien mit 5 ul der KLD-Reaktion bzw. 10 ng des
Wild-Typ-Templates zunachst 20 Minuten auf Eis gesetzt. Als ndchstes erfolgte eine
Hitzeschockbehandlung bei 42°C fiir 30 s, anschlieRend erfolgte eine erneute Lagerung der
Reagenzien auf Eis fir 5 Minuten. [182, 185]

Die Bakterien wurden mit 300 pl S.0.C.-Mediums (super optimal broth with catabolite
repression, S.0.C.) der Firma Invitrogen inkubiert. [186] Danach wurde die Losung fiir 45
Minuten bei 37°C geschiittelt und anschlieBend zwischen 50 und 100 ul der
Bakteriensuspension auf LB-Agarplatten ausplattiert. Die Platten wurden mit 37° C iber die

Nacht bebritet. [182, 187]
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Am nachsten Tag wurden 6 Kolonien von der Platte mit dem G1169D-Konstrukt und 2 Kolonien
der Wild-Typ Platte mit einer Pipettenspitze abgekratzt und in 5 ml fliissiges LB-Medium
Uberfihrt. [182] Diese wurden in einem Schiittelinkubator bei 37°C und 180 rpm Ulber Nacht
inkubiert. [182]

Hiervon zeigten lediglich 3 Kulturen mit dem G1169D-Kontrukt und beide Kulturen mit wild-
typ Template-Plasmid Wachstum. Fir die Gewinnung der jeweiligen Plasmid-DNA (WT oder
G1169D-Kontrukt) erfolgte eine Plasmidprédparation (mini prep) aus den E. coli-Kulturen mit
Hilfe des Qiagen-Mini-Kits der Firma Qiagen N.V. (niederlandisch: Naamloze Vennootschap)
nach Anleitung. [176, 182, 188] Hierdurch wurden Eluatldsungen erhalten, die das gereinigte
Plasmid mit Konzentrationen zwischen 150 und 350 ng/ul enthielten. [176, 188]

Zur orientierenden Kontrolle der DNA wurden 3 pul der aufgereinigten Plasmide mit den
Restriktionsenzymen Agel und Not/ geschnitten (1h bei 37°C). [176, 182] Sowohl in den Wild-
Typ als auch in den Mutationen wird das gleiche Bandenmuster erwartet (4733 bp, 3837 bp,
1856 bp, 580 bp). [176, 182]

Durch eine Gel-Elektrophorese (1% Agarose) konnte dieses Muster in beiden Wild-Typ Klonen
sowie den G1169D Konstrukten Nr. 1 und 3 nachgewiesen werden. [176, 182] (siehe
Abbildung 2) In dem G1169D-Plasmid Nr. 2 wurde ein anderes Bandenmuster beobachtet,

und dieser Klon wurde verworfen. [182]
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Abbildung 2: Gel-Elektrophorese zur Uberpriifung der Klonierung 1: 1% Agarosegel, 100V fiir 30 Minuten. Von
links nach rechts: Wild-Typ-Plasmid-Klon (WT) #1; 1kb Marker; WT #2; leere Spur; G1169D-Plasmid-Klon (Mut)
#1; leere Spur; Mut #2; 1kb Marker; Mut #3. Mut #2 zeigt kein charakteristisches Bandenmuster und wurde

verworfen. Abbildung von Herrn Dr. G. Stolting.

Mittels Sanger-Sequenzierung erfolgte zunichst eine Uberpriifung der Mutagenese in der
CACNA1D-Sequenz der Ansatze Mut #1 und Mut #3. [183] Die Sequenzierung erfolgte bei der
Firma Eurofins Genomics mit dem Primer 5-ATGTATCTCCGCAAGGGACG-3‘. [189] Die

Mutation konnte in einem der beiden Plasmide gefunden werden.

Da nicht auszuschlieRen war, dass in dem PCR-Schritt des Q5-Site-Directed-Mutagenesis-Kits
unerwiinschte Mutationen auch an anderen Stellen des Plasmids eingefligt wurden, erfolgte
anschlielfend eine Klonierung des sequenzierten Abschnitts in das urspriingliche WT-
Konstrukt. Das G1169D-Konstrukt wurde durch die Restriktionsenzyme Pmll und Hindlll
geschnitten, das Fragment mit der Mutation aus einem Agarosegel ausgeschnitten und mit

dem Gel-Extraktions-Kit der Firma Qiagen aufgereinigt. [190-192] Anschliefend erfolgte eine
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Ligation Uber Nacht. Die durch Ligation erhaltenen Plasmide wurden erneut transformiert,
ausplattiert und Uber Nacht inkubiert. Acht Kolonien wurden erneut in 5 ml LB-Medium
transferiert und nach einer Inkubation tber Nacht in einer mini prep — wie oben beschrieben
- aufgereinigt. [176, 182] Zur Uberpriifung der Klonierung wurde die aufgereinigte DNA durch
das Restriktionsenzym EcoRI geschnitten und mittels Gel-Elektrophorese untersucht. [176,
182] Hierbei wurde bei allen Klonen ein nicht zufriedenstellendes Ergebnis erhalten. (siehe

Abbildung 3)
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Abbildung 3: Gel-Elektrophorese zur Uberpriifung der Klonierung 2: 1% Agarose-Gel, 100 V, 30 min;
Aufgetragen sind (von links nach rechts): 1 kb Marker; Klon #1-#8; Die mittlere Bande sollte eine GrofRe von 3288
bp (andere Banden: 6470 und 1248 bp) aufweisen, war jedoch nur zwischen 2000 und 3000 bp groR. Abbildung

von Herrn Dr. G. Stolting.

Nach der Uberpriifung der erfolgreichen Einfiigung der Mutation mittels Sanger-
Sequenzierung konnte ein Klon fiir die Wiederholung der Klonierung des G1169D-Abschnitts
in die WT-DNA verwendet werden. Zur Vermeidung von unerwiinschten Rekombinationen

und Mutagenesen durch die verwendeten Bakterien wurden die transformierten Bakterien im
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Weiteren bei 28°C (statt 37°C) inkubiert. [193] Da das Wachstum hierbei geringer ausfallt,
wurden die Bakterien nach der Transformation auf der LB-Agar-Platte fiir 2 Tage im Inkubator
belassen. [193] Hiernach erfolgte die Vorbereitung und Durchfliihrung der mini prep wie oben
beschrieben (Konzentrationen 300 — 440 ng/ul). [176, 188] AbschlieRend wurde eine
Testrestriktion des Konstruktes pCMV6-XL6 CACNA1D G1169D mit EcoRI durchgefiihrt. [194]
Hierbei zeigten sich die erwarteten Bandenmuster in der Gel-Elektrophorese. [176] (siehe

Abbildung 4)
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Abbildung 4: Gel-elektrophorese zur Uberpriifung des Konstruktes: Agarosegel (1%, 100 V, 30 min) einer
Restriktion des Plasmides pCMV6-XL6 CACNA1D G1169D mit EcoRIl. M: 1 kb Marker, K1-8: DNA Klon Nr. 1 bis 8.

Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Herrn Dr. G. Stélting.

Zur vollstandigen Kontrolle erfolgte eine Sanger-Sequenzierung des kompletten offenen
Leserasters (open reading frame, ORF) in zwei WT- und zwei G1169D-Klonen. [195] Die
Mutation konnte nur in einem der beiden G1169D-Klone festgestellt werden. Im Weiteren
wurde dieser Klon zur Untersuchung der Effekte durch diese Mutation verwendet. Ansonsten

konnten in keinem der anderen Klone weitere Mutationen festgestellt werden.
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7.5 Zellkultur und Transfektion

TsA201-Zellen (ECACC: 96121229) wurden in DMEM-Medium (Dulbecco's Modified Eagle
Medium D6546, DMEM) der Firma Sigma-Aldrich kultiviert. [182] Das DMEM-Medium wurde
angereichert mit 10 % fetalem Kalberserum (fetale bovine serum 10270-106, FBS) der Firma
Gibco sowie mit 2 nM L-Glutamin (25030-032) der Firma Gibco, einer Penicillin-Losung (10
U/ml; Sigma-Aldrich, P3032) und einer Streptomycin-Losung (10 pug/ml; Sigma-Aldrich, S6501).
[3, 182] Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C und unter 5-prozentiger
Kohlendioxidanreicherung in einem luftfeuchtigkeitskontrollierten Inkubator. [3, 182] Nach
Erreichen einer 80-prozentigen Konfluenz der kultivierten Zellen, erfolgte das Zell-Splitting mit
0.05-prozentiger Trypsin-Losung, um die Zell-Zell-Kontakte zu l6sen. [3, 182] Es erfolgten
maximal 19 Zellpassagen pro Zellkultur. [3]

AnschlieBend erfolgte eine transiente Transfektion der tsA201-Zellen mittels Ca®*-Phosphat
Prazipitation-Methode nach einem festgelegten Protokoll: Transfiziert wurden 3 ug der al-D-
Untereinheit (human, NM_000720; Wildtyp (WT) oder G1169D-Mutante), 2 ug der B3-
Untereinheit (Ratte, NM_012828), 2.5 pug der a261-Untereinheit (Kaninchen,
NM_001082276). [3, 196] Hinzugenommen als Transfektionsmarker wurden 1.5 pg des griin-
fluoreszierenden Proteins eGFP (enhanced green fluorescent protein). [3, 196, 197] Einen Tag
nach der Transfektion wurden die Zellen auf mit Poly-L-Lysin beschichtete 35 mm
Kulturschalen ausplattiert und bei 30°C und 5-prozentiger Kohlendioxidkonzentration
kultiviert. [196] Die elektrophysiologischen Untersuchungen erfolgten in einem definierten

Zeitfenster von 48-72 Stunden nach Transfektion. [196]

7.6 Elektrophysiologische Untersuchungen

Die lonenstrome wurden mittels Patch-Clamp-Verfahren in der Ganzzellenkonfiguration
(whole-cell patch-clamp recordings) mittels festgelegter automatisierter Messprotokolle
gemessen. [3, 196] Zur Anwendung kam ein heterologes Expressionsmodell: Zur

Charakterisierung der de novo G1169D-Variante, wurden immortalisierte humane Nieren-
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Zellen (tsA201-Zellen), die entweder mit dem Cay1.3-Ca?*-Kanal des Wildtyps oder mit Cay1.3-
Ca%*-Kanéilen der G1169D-Variante transfiziert wurden, verwendet. [3, 52] Transfiziert wurden
die Cay1.3-Ca?*-Kanal-Komplexe. [3, 196] Die biophysikalischen Messungen erfolgten in der
Regel unter Anlage eines Haltepotentials von -109.3 mV oder -139.3 mV. [3] Hierbei wurden
elektrophysiologische Parameter der Offnungswahrscheinlichkeit (gating) der Cay1.3-Ca?*-
Kanidle wie die spannungsabhingige Cay1.3-Ca?*-Kanal-Aktivierung, Cay1.3-Ca**-Kanal-
Inaktivierung im dynamischen FlieRgleichgewicht (steady state) sowie die Cay1.3-Ca®*-Kanal-

Deaktivierung bestimmt. [1, 3, 31, 52, 55] (siehe Abbildung 5)
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Abbildung 5: Konformationszustinde: Dargestellt werden 3 relevante Konformationszustdnde eines
spannungsabhdngigen Kationenkanals. Rechte obere Kanalskizze: Darstellung des gedéffneten, aktivierten
Kanalzustands: Kationen (z.B. Ca%*-lonen, blaue Kugeln) kénnen durch die lonenkanalpore aus dem
Extrazellularraum in die Zelle stromen. [198] Nach einer gewissen Zeit kommt es durch die Kanalinaktivierung zu
einer Anderung der Konformation - das Inaktivierungstor (inactivation gate) schlieBt. [198] Dies wird durch die

mittlere untenstehende Kanalskizze gezeigt: Der Kanal ist nun inaktiviert, die eigentliche lonenkanalpore aber



43

noch gedéffnet. [198] In diesem Zustand sistiert der Ca?*-Einwartsstrom. [198] Bevor der Kanal wieder Ca%*-lonen
leiten kann, erfolgt wahrend der Repolarisierung die 3. Konformationsanderung, dargestellt in der linken oberen
Kanalskizze. [198] Nun ist die Kanalpore zwar geschlossen, das ,Inaktivierungstor” jedoch wieder gedffnet; die
Wiederherstellung des aktivierbaren Zustandes ist aus der geschlossene Konformation heraus méglich. [198]
Dieser Zyklus wird durch die schwarzen Pfeile dargestellt. [198] Teilweise sind auch reverse
Konformationsdanderungen unter physiologischen oder experimentellen Bedingungen moglich (graue Pfeile)
Modifizierte Abbildung in Anlehnung an Hinard et al. von F. Dannenberg. [198] Beschriftungen der Pfeile

teilweise ibernommen. [198]

In einem Faraday-Kafig wurde das Mikroskop nebst der motorisierten Pipettenhalterung auf
einem vibrationsgeschiitzten Tisch montiert. [20] Verstarkt wurden die Messstrome durch
den Patch-Clamp-Verstarker Axopatch 200 A (Axon Instruments). [3, 20] Zudem kann Gber den
Verstarker eine festgelegte Spannung (Kommandospannung) an der jeweils untersuchten
tsA201-Zelle angelegt werden, um damit das Membranpotential fiir eine bestimmte Zeit
konstant zu halten. (Dieses Verfahren wird voltage clamp genannt und wurde fir die
entsprechenden Messprotokolle verwendet.) [3, 199] Analog hierzu kann auch ein definierter
Strom konstant gehalten werden, um das jeweilige Membranpotential zu messen (current
clamp), jedoch wurde dieses Verfahren im Rahmen dieser Arbeit nicht verwendet. [199] Die
analogen Messungsdaten wurden mittels eines Analog-Digitalwandlers (Digidata 1322A
digitizer, Axon Instruments) umgewandelt. [3, 196] Durch Verwendung eines entsprechenden
Tiefpassfilters wurden Frequenzen unterhalb 2 bzw. 5 kHz zur weiteren Analyse
herausgerechnet. [3, 196] Diese Datenanalysen erfolgten mit den Software-Produkten
Clampfit (Axon Instrumens) in Version 10.2 und Version 10.7 sowie mit SigmaPlot (Systat
Software Inc.) in Version 12.0 und 13.0. [3, 196] Die Badl6sung, welche die untersuchten Zellen
umgibt, setzte sich aus folgenden Bestandteilen zusammen: 15 mM CaCl,, 150 mM Cholin-Cl,
10 mM HEPES und 1 mM MgCl, (pH 7.3 mit CsOH). [3, 196] Mittels Mikromanipulator wurde
die Glaspipette jeweils an die zu untersuchende Zelle herangefahren. [3, 199] Verwendet
wurden Glaspipetten mit einem Widerstand von 1.6 — 5.0 MQ. [3, 20] Diese Patchpipetten
wurden mittels Mikropipetten-Zuggerrdat (Puller) (Harvard Apparatus, USA) aus
Borosilikatglaskapillaren prapariert (64-0792, Harvard Apparatus). [3, 196] Die zu einer feinen
Spitze ausgezogenen Kapillaren wurden dann durch Heranfahren an einen Heizdraht eines
MF-830-Microforge-Gerates (Narishige, Japan) so poliert, dass die Kapillaren eine
glattwandige Offnung von ca. 1 um aufwiesen. [3, 196] Angefiillt wurde die Glaspipetten mit
einer Pufferlésung aus 135 mM CsCl, 1 mM MgCl;, 10 mM HEPES, 10 mM Cs-EGTA sowie 4
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mM ATP-Na; (pH 7.3 mit CsOH). [3, 196] In dieser Pipettenlosung wird der chloridierte
Messdraht getaucht, der die Strome an den Verstarker weiterleitet. [3, 199] Dann wird die
glasernde Mikropipette auf den Mikromanipulator geschraubt und mit Hilfe des
Stereomikroskops senkrecht an die Versuchszelle herangefahren. [3, 199] Der Kontakt
zwischen Glaspipette und Zellmembran wurde an Schwankungen des Membranpotentials
erkannt. [3, 199] Durch Verwendung eines entsprechenden Unterdrucks wurde die enge
Verbindung von Glaspipette und Zellmembran hergestellt, die einen elektrischen Widerstand
von mehreren Gigaohm hat. [3, 199] Diese Verbindung wird giga seal genannt. [3, 199] Durch
erneute vorsichtige Erzeugung eines Unterdruckes zwischen Glaskapillare und Zellmembran
wurde zunichst die Plasmamembran leicht in die Offnung der Glaspipette hineingesaugt und
dann durch weiteren Unterdruck eine Perforation in diesem hineingesaugten Teil der
Plasmamembran erzeugt. [3, 199] Hierdurch entstand ein Flissigkeitskontinuum zwischen
Zytoplasma der Versuchszelle und Pipettenlésung mit Messdraht. [3, 199] Diese
Versuchsanordnung entspricht der Ganzzellenkonfiguration des Patch-Clamp-Verfahrens. [3,
199] Stets erfolgten Spannungskorrekturen aufgrund der entstehenden
FlUssigkeitslibergangspotentiale, korrigiert wurde je um 9.3 mV. [3, 196, 200] Die Subtraktion
der Leckstrome erfolgte je nach entsprechendem Messprotokoll - online (P/4-Protokoll,
Aktivierungskurven) oder offline (fiir die 5-Sekunden-Stimulierungspulse, die
Inaktivierungsprotokolle im steady state sowie fiir die pharmakologischen Messungen). [3,

196]

7.6.1 Berechnung der spannungsabhangigen Aktivierung

Fur die spannungsabhingige Aktivierung wurden die Ca?*-lonenstréme im Ganzzellenmodus
der Patch-Clamp-Versuchsanordnung gemessen. [3, 199] Die spannungsabhadngige
Aktivierung der Ca?*-Stréme wurde bestimmt durch Korrelation des maximalen Stromwertes
bei -109.3 mV bzw. bei -139.3 mV mit Strommessungen nach gestaffelten Rechteck-
Stimulationspulsen (voltage clamp), die je eine Dauer von 30 ms hatten. [3] Diese

Stimulationspulse erfolgten in 5 mV Schritten (A 5 mV). [3]
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Die Strom-Spannungskurven (/ / V) wurde mit Hilfe der Boltzmann-Gleichung nach der Form

| = Gmax *(V— VRev) /(1 +e —(V—V0.5,akt)/kakt)

modelliert. [3, 199] Gmax entspricht der maximalen Leitfihigkeit fir Ca%*-lonen bei einem
entsprechenden Membranpotential (V). [3, 199] Vrev entspricht dem extrapolierten
Umkehrpotential (auch Nernst-Potential oder Equilibriumspotential), Vosak entspricht der
Spannung, bei der 50 % der max. Leitfdhigkeit fir Ca%*-lonen vorliegen oder die Halfte der
Cay1.3-Ca?*-Kanale aktiviert sind. [3, 199] kae entspricht dem Steigungsfaktor der
Aktivierungskurve. [3, 199] Durch diese Kurven konnten Aktivierungsschwelle und Steigung
der Kurven errechnet werden. [3, 199]

Die Leitfahigkeit (G) kann aus Strom und Spannung errechnet werden, es gilt:

G = (-1 * 1000)/ Vrey — V). [3, 199]

Aufgrund der Beziehung von Leitfahigkeit und Spannung konnte folgende modifizierte

Boltzmann-Gleichung fir die Modellierung der Leitfahigkeit angewendet werden:

G = Gmax/(1+ e —(V—V0.5,akt)/kakt)' [3’ 199]

Zur Errechnung der Stromdichten erfolgte eine Normierung der maximalen Einwartsstrome
bezogen auf die ZellgroRe (Membrankapazitat, in pF). [3, 199] Hieraus resultiert die Dimension

(pA/pF), die unter anderem fir die Darstellung weitere Parameter (s.u.) verwendet wurde. [3,

199] Diese Normalisierung dient der besseren Vergleichbarkeit der Stromwerte. [3, 199]

7.6.2 Berechnung der Inaktivierungskinetik

Zunachst wurde die Inaktivierungskinetik auflerhalb des steady states bestimmt, indem

diejenige Spannung, die zur maximalen Stromamplitude des Einwarts-Ca%*-Stromes fiihrte, fir
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5 Sekunden ausgehend vom Haltepotential an die Messzellen angelegt wurde. [3] Zu den
Zeitpunkten 100 ms, 250 ms, 500 ms, 1000 ms oder 5000 ms erfolgte jeweils die Messung der
Stromamplitude. [3] Die Stromamplituden zu diesen Zeitpunkten wurden mit der maximalen
Stromamplitude des Einwartsstroms verglichen und in Prozent des Spitzenstromes

ausgegeben. [3]

Des Weiteren wurde die Inaktivierungskinetik als Inaktivierung im steady state bestimmt. [3,
199] Durch die Messung des lonenstromes wahrend der Inaktivierung im steady state, kann
der Anteil der inaktivierten Kanale bei unterschiedlichen vergebenen Spannungen gemessen
werden. [199] Hieraus ergibt sich somit die Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung im
steady state. [3, 199] Diese Bestimmung im steady state wurde gewahlt, da die Inaktivierung
von Cay1.3-Ca?*-Kanilen im Vergleich zu anderen lonenkanilen eher langsamer abliuft und
daher Aussagen Uber den Spitzenstrom weniger relevant sind. [3, 199] Die Bestimmung der
Inaktivierungskinetik erfolgte durch Messung der Einwartsstrome ausgehend von
Haltemembranpotentialen von -109.3 mV oder -139.3 mV nach Stimulation der Zellen durch
unterschiedliche Spannungen (voltage clamp). [3] Zunachst wurden die Zellen fir 20 ms mit
Vmax stimuliert, Vmax entspricht dabei derjenigen Membranspannung bei der die Zellen
maximal aktiviert werden; dann erfolgten 5-sekiindige Stimulationspulse mit
Konditionierungsspannungen zwischen -100 mV und +20 mV. Diese
Konditionierungsspannungen wurden ausgehend vom Haltepotential schrittweise um 10 mV
(A 10 mV) pro automatisiertem Messdurchgang (sweep) gesteigert, mit einer Pause von 30 s
zwischen den einzelnen sweeps. Nach der Konditionierung erfolgte erneut die Anlage von Vmax
als Testspannung fir 20 ms. [3, 21, 31] | entspricht den Stromamplituden nach Testpulsen
nach der Konditionierungsphase; Imax entspricht dem maximal gemessenen Strom, hier
entspricht Imax ndherungsweise der maximalen Leitfidhigkeit der Cay1.3-Ca?*-Kanile bei der
initial angelegten Kontrollspannung (Vmax). [3]

Die gemessenen Strome (I) nach Anlegung der Testspannungen wurden auf die
Stromamplituden (Imax) nach Anlegung von Vmax normalisiert. [199] Es gilt also der Quotient I/
Imax. [3] Die Normalisierung bzw. Bildung der Ratio erfolgte, um eine bessere Vergleichbarkeit
der Daten zu gewahrleisten. [199]

So kann also auf den Anteil inaktivierter Kandle bei einer bestimmten Spannung

ruckgeschlossen werden; die Werte des Quotienten I/ Imax bewegen sich demzufolge zwischen
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0 und 1. [199] Wobei ein Wert der Ratio I/ Imax Nnahe 0 eine starke Inaktivierung anzeigt; ein
Wert nahe 1 zeigt an, dass kaum inaktivierte Ca,1.3-Ca?*-Kanile vorliegen und die Leitfahigkeit

fur Ca?* entsprechend hoch ist. [199]

Fiir die Inaktivierungskurve im steady state wurde folgende adaptierte Boltzmann-Gleichung
fir die Modellierung der Rohdaten verwendet, um die Spannungsabhdngigkeit der

Inaktivierung im steady state zu beschreiben:

I = (1 - Isteady state)/(l +e (V-Vo.5inaktl/kinate 3 ISfeady state [3' 199]

Hierbei gelten folgende Definitionen: I: Anteil des Reststroms wahrend der Inaktivierung
aufgrund nicht inaktivierter Kandle im steady state, V: Membranspannung, Vo inake: diejenige
Membranspannung bei der die Fraktionen der inaktivierten und nicht-inaktivierten Kanale
gleich grol sind, kinakt: Steigungsfaktor der Inaktivierungskurve). [3, 199]

Mittels dieser Funktion kann eine typische sigmoidale Kurve fiir die Inaktivierung im steady

state errechnet werden. [3, 199]

7.6.3 Darstellung des Hintergrund-Ca?*-Einstroms (window current)

Der window current (lwindow) bezeichnet den trotz inaktivierender lonenkanéle anhaltenden
Strom (current), der in einem bestimmten Spannungsbereich oder auch Spannungsfenster
(window) der Zellmembran im steady state von Aktivierung und Inaktivierung (siehe Kapitel
2.5.2) gemessen werden kann. [201-204] Dieses Strom resultiert aus der Tatsache, dass in
diesem Spannungsbereich eine Fraktion von lonenkanélen nicht inaktiviert und beispielweise

weiterhin Ca?*-lonen in die Zelle einstrémen. [205]

Da eine direkte Messung der window currents kompliziert ist, erfolgt haufig eine indirekte
Darstellung: Der window current kann niherungsweise durch Ubereinanderlegen der Kurven

der spannungsabhangigen Aktivierung und Inaktivierung im steady state veranschaulicht
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werden. [203, 205-207] Hierdurch wird das Spannungsfenster dargestellt, in dem der window
current gemessen werden kann. [205] Das Spannungsfester des window currents wird u.a.
durch die Steigung dieser beiden Kurven definiert. [204, 205] Je starker Aktivierungskurve und
Inaktivierungskurve lberlappen, desto hoher der angenommene Wert des window currents.
[205] Der window current wird im Fall dieser Arbeit entsprechend durch Cay1.3-Ca%*-Kanéle in

aktivierten offenen und inaktivierten Zustanden wahrend des steady states bedingt. [3]

Bei den Messversuchen ist der window current zum einen proportional zum Anteil der
aktivierbaren Kanale im steady state nach Applikation einer Konditionierungsspannung (4 V)
fir eine ausreichende Dauer. [205] Zum anderen ist der window current proportional zur
gemittelten Stromdichte (current density) im steady state in (pA/pF). [3] Daher kann der
window current ndherungsweise als Produkt des Anteils der Inaktivierung im steady state bei
einer bestimmten Membranspannung (A4 V) und der Stromdichte bei dieser
Membranspannung (A V) errechnet werden. [3] Der window current ist damit ein MaR fir
denjenigen Strom wahrend eines experimentellen Spannungspulses, der trotz der
spannungsabhangigen Inaktivierung im steady state fliet. [201-204]

Die Stromdichte, die Ublicherweise als Strom in Ampere (A) pro Flache in Quadratmeter (m?)
angegeben wird, wurde einer Konvention bei elektrophysiologischen Patch-Clamp-
Untersuchungen von lonenkandlen in Ganzzellenkonfiguration folgend, indirekt auf die
Flacheneinheit bzw. GroRe der Zelle bezogen: Der Strom in pA wird auf die elektrische
Kapazitat der Zellmembran in pF bezogen. [3, 208] Denn groRere Zellen haben eine gréRere
Membrankapazitdt und vice versa. [209] Hieraus resultiert die Einheit (pA/pF) fur die
spezifische Stromdichte in diesem Kontext. [3, 208] Der Strom /window in pA wird in diesem Fall
auf die Membrankapazitat der Zelle in pF normalisiert, dies erh6ht die Vergleichbarkeit der
Werte zwischen unterschiedlichen Messzellen oder elektrophysiologischen Versuchen. [3,

209]
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7.6.4 Berechnung der Deaktivierungskinetik, die Bestimmung von Nachstromen (tail
currents)

Die Deaktivierungskinetik wurde durch Messung spezifischer Nachstréme oder Spatstrome
(tail currents) bestimmt. [3, 21, 52, 210] Diese tail currents wurden visualisiert durch die
Auftragung der Inaktivierungskinetik gegen die Zeit. [3] Die tail currents entstehen als
Nachstrome am Ende dieser Kurve, wenn die Fraktion nicht-inaktivierter geéffneter Kanale
nach der Inaktivierungsphase in den geschlossenen Kanalzustand Ubergehen. [21] Die
Deaktivierung wiederum ist Voraussetzung dafiir, dass der Kanal wieder aktivierbar und fir
Ca%*-lonen gedffnet ist. [21, 198, 210] Die tail currents sind zum einen durch die GréRe der
Fraktion nicht-inaktivierter Kanéle, zum anderen vom Prozess der Kanaldeaktivierung, z.B. der
Konformititsanderung der Kanile beim Ubergang in den geschlossenen Zustand, bestimmt.
[21] Mit Hilfe der tail currents wurde Informationen lber die Kanaldeaktivierung gewonnen,

d.h. Gber den Konformationswechsel in den geschlossenen Kanalzustand. [198]

Die Zellen wurden hierfiir zunachst fiir 30 ms bis zum Umkehrpotential (Vrev) depolarisiert. [3,
21, 31] AnschlieRend erfolgte eine Repolarisierung auf festgelegte Testpotentiale in 10 mV
Schritten (A 10 mV) bis zum Haltepotential (Vuait) von -109.3 mV. [3, 21, 31] Gemessen wurde
bei jedem Testpotential der entstehende Strom bei WT und G1169D-Variante, diese Strome
entsprechen den tail currents. [3, 31]

Aufgrund der ausgepragten Verzogerung der Kinetik der tail currents bei der G1169D-
Variante, erfolgten die Messungen mit verlangerten Repolarisierungspulsen (40 ms) [3, 21]
Um eine Vergleichbarkeit der Daten der Messungen der tail currents von WT und G1169D-
Variante zu erreichen, wurden die gemessenen Stromwerte der tail currents auf die Flache
unter der Kurve der maximalen tail currents (area under the curve, AUC) des jeweiligen
Messdurchgangs (sweep) normalisiert. [3] Experimentelle Messdaten der tail currents konnen
in der Regel durch Exponentialfunktionen mit einem Exponenten beschrieben werden. [3, 31,
211] Hierdurch kénnen u.a. Zeitkonstanten wie die Aktivierungszeitkonstante (tact) oder die
Deaktivierungszeitkonstante tdeact errechnet werden. [211] Aufgrund der verzogerten
Kinetik der G1169D-Variante war eine Verwendung dieser Zeitkonstanten nicht moglich. [211]
Bestimmt wurde zudem die AUC unter den Kurven der tail currents wahrend der 40 ms

dauernden Repolarisationstestpulse. Fiir den Vergleich dieser tail currents erfolgte die
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Errechnung des jeweiligen Integrals (iber die Stimulationsdauer von 40 ms der Stromkurven
der tail currents von WT und G1169D-Variante; diese Integrale wurden entsprechend auf die

Integrale der maximalen Stromkurven bei jedem Testpotential normalisiert. [3]

7.7 Pharmakologische Untersuchungsmethoden

Fiir die pharmakologischen Untersuchungen erfolgten Messungen an Zellen 3
unterschiedlicher Transfektionsdurchgédnge. [31] Die tsA201-Zellen wurden mit 100 ms
andauernden Plateaupulsen schrittweise bis zu derjenigen Spannung (Vmax) stimuliert, die den
maximalen Einwartsstrom bedingte. [3, 31, 212] Die Stimulationsfrequenz betrug 0.1 Hz, das
Haltepotential wurde bei -89.3 mV angelegt. [212] Das Pharmakon Isradipin wurde an die
Zellen mittels eines Luftdruck-Perfusions-Systems (BPS-8 Value Control System, ALA Scientific
Instruments) gespult. [3, 212] Es wurde eine 15 nM Ca?*-Badlésung verwendet, die je nach
Versuch mit oder ohne Isradipin (Sigma Aldrich, D8418) versetzt war. [212] Die Perfusion
erfolgte mit einer Rate von ca. 350 pl/min. [3, 212] Isradipin wurde im aprotischen
Losungsmittel Dimethylsulfoxid gelost und als Stocklosung bei -20 °C gelagert. [31, 213] An
jedem Messtag wurden die Isradipin-Stocklosung in einem Verhaltnis von 1:1000 verdiinnt, in
die Badlosung perfundiert, und es erfolgten die Messungen nach obengenannten Messplan,
zusatzlich erfolgten analog hierzu Kontrollmessungen mit Badldsung ohne Isradipin unter
Verwendung der gleichen Messmaterialien, die spater fir Isradipin-Versuche verwendet
wurden. [31, 212] Bevor das Pharmakon perfundiert wurde, erfolgten mindestens 3
Kontrolldurchgange (control sweeps) mit Badlésung ohne Isradipin. [3, 31, 212] Es wurden 2
Messgruppen gebildet, fir die erste erfolgte eine kumulative Perfusion von 30 nM Isradipin,
fur die zweite von 100 nM Isradipin. [212] Die Werte durch Isradipin-Ca?*-Kanalinhibition
wurden um den linearen Stromverlust (current decay) korrigiert; um den Wert dieser
StorgroRe zu ermitteln, wurde der Stromverlust bei nicht-inhibierten Kontrollzellen bestimmt.

(3, 31]
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7.8 Statistische Untersuchungsmethoden

Eine statistische Untersuchung zur Bestimmung des p-Wertes erfolgte mittels t-Test fir
normalverteilte ungepaarte Stichproben. [3, 214] Wurden mehr als zwei Gruppen miteinander
verglichen, erfolgte das statistische Testen mittels zweifaktorieller Varianzanalyse (two-way
analysis of variance, two-way ANOVA). [31, 212] Als post hoc Test wurde die Sidak-Korrektur
verwendet, um flir multiples Testen zu adjustieren. [3, 212] Fir nicht normal-verteilte
Stichproben erfolgte die Bestimmung mittels des Wilcoxon-Rangsummen-Tests. [31] Die
Anwendung der Benjamini-Hochberg-Prozedur  erfolgte  zur  Kontrolle  der
Falscherkennungsrate bei multiplem Testen. [215] Verwendet wurde die Software Prism 9 von
GraphPad. [3] Samtliche Werte wurden als Mittelwerte mit Standardfehler (standard error of
the mean, SEM) angegeben. [3, 31] Signifikanzniveaus wurden entsprechend bei 0.05 (*), 0.01
(**) and 0.001 (***) festgelegt. [31]
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8 Ergebnisse

8.1 Klinische Ergebnisse

Der Indexpatient, bei dem die G1169D-Variante nachgewiesen wurde, ist ein 3-jahriger Junge.
Er wurde gezeugt durch In-Vitro-Fertilisation (IVF) bei mutterlicher Endometriose Grad IV. Die
Eltern sind nicht konsanguin. Beide GroRelternpaare stammen aus der Turkei und sind
ebenfalls nicht konsanguin. Die Familienanamnese ist leer bezliglich anderer neurologischer

oder endokrinologischer Erkrankungen bzw. Entwicklungsstorungen. (siehe Abbildung 6)

HO

Abbildung 6: Stammbaum: Dargestellt wird der Familienstammbaum bezlglich der Erkrankung des
Indexpatienten (schwarzes Quadrat). Keines der in den Tabellen 5-15 (siehe Kapitel 9.3.7) aufgelisteten
Symptome konnte bei anderen Familienmitgliedern anamnestisch detektiert werden. Weibliche

Familienmitglieder werden als Kreise, mannliche als Quadrate dargestellt. Abbildung von F. Dannenberg.

Bereits im 2. Trimenon der Schwangerschaft (22 Wochen und 3 Tage) fiel bei dem Kind ein
hohes Fruchtgewicht von 631 g (95.2 Perzentile, +1.66 z) geschéatzt nach der Hadlock-Methode
auf. [216] Zudem zeigte sich zum gleichen Zeitpunkt ein Kopfumfang von 220.9 mm (97.5
Perzentile, +1.84 z) und damit eine Makrozephalie. [217] Die Mutter des Kindes wurde
aufgrund einer Schwangerschaftsdepression in den letzten beiden Schwangerschaftsmonaten
mit Sertralin behandelt. Im 3. Trimester bemerkte die Mutter erstmals rhythmisch-
oszillierende Kindsbewegungen im Sinne eines Tremors, dies konnte durch eine Sonographie

bestatigt werden. Das Kind wurde in der 38 + 1 Schwangerschaftswoche termingerecht per
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Sectio aus Beckenendlage entbunden. Erhoben wurden Apgar-Werte von 8/8/8 sowie ein
Nabelschnur-pH-Wert von 7.21. Bei Geburt fiel das hohe Geburtsgewicht von 4390 g auf (98.
Perzentile, +2.04 z). Zudem bestand bereits bei Geburt eine ausgepragte Makrozephalie mit
einem Kopfumfang von 41 cm (> 99. Perzentile, +5.68 z) gemessen am 1. Lebenstag. Bei dem
Jungen fielen zudem folgende syndromale Aspekte auf: eine hohe Stirn, tiefsitzende Ohren,
eine Mittelgesichtshypoplasie, Mikrostomie, eine Fixation der Hande und FiiRe in adduzierter
Position sowie eine Hypotrophie der distalen Unterschenkel. (siehe Tabelle 5 in Kapitel 9.3.7)
Aufgrund einer postnatalen respiratorischen Insuffizienz wurde der Indexpatient direkt nach
der Geburt auf eine Kinderintensivstation verlegt. Eine Rontgendarstellung der Lungen am
ersten Lebenstag erbrachte keine pathologischen Befunde. Es wurde eine Atemunterstiitzung
mit kontinuierlichen positiven Beatmungsdriicken (continuous positive airway pressure, CPAP)
initiiert, welche wahrend des Schlafs mittels High-Flow-Nasensonde erfolgte. Ein anhaltender
Zwerchfelltremor beeintrachtigte die Atmung insbesondere wahrend der ersten
Lebenswochen. Das Kind zeigte zudem einen ausgepragten Tremor der Zunge, der
GliedmalBen und des Gesichts. Als weitere mogliche Ursachen fiir die respiratorische
Insuffizienz wurden eine globale Muskelhypotonie sowie zentrale Apnoen detektiert. Hierbei
kam es wahrend einzelner Apnoeepisoden zu einem Abfall der Sauerstoffsattigung des
arteriellen Blutes bis auf eine 70%ige Sauerstoffsattigung. Eine Koffeintherapie fuhrte fir die
ersten 10 Lebensmonate zur Reduktion der Apnoeepisoden. Die Beatmungstherapie erfolgte
intermittierend fir die ndachsten 24 Monate.

Direkt nach der Geburt wurde eine Fraktur des linken Humerus festgestellt, der klinische
Verdacht wurde mittels Sonographie und Rontgendarstellung bestatigt. Hinweise auf eine
Knochenerkrankung als Ursache fiir eine Fraktur bei Entbindung per Sectio ergaben sich
jedoch nicht.

Das Kind wurde postnatal Uber eine nasogastrale Sonde erndhrt und erhielt anfanglich
zusatzlich intraventdse Glukoseinfusionen aufgrund von Schluckbeschwerden und
rezidivierenden Hypoglykdamien. Kurzzeitig konnte der Junge wahrend des ersten
Lebensjahres teilweise mit Flaschchen ernahrt werden. In der Folge bendtigte der Junge
jedoch aufgrund einer anhaltenden Dysphagie mit ausgepragter Storung der Atem-Schluck-
Koordination eine ausschlieBliche Sondenernahrung.

Ultraschalluntersuchungen des intrakraniellen Raumes und des Spinalkanals in der ersten

Lebenswoche ergaben unauffillige Befunde. Eine MRT-Darstellung des intrakraniellen
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Raumes am 11. Lebenstag erbrachte Hinweise auf kleine akute Subarachnoidalblutungen links
occipital und in der linken parafalcinen Region.

Die Ableitung visuell evozierter Potentiale (visually evoked potentials, VEPs) ergab Hinweise
auf eine beidseitige schwere Leitungsstérung der Sehbahnen.

Mittels Hirnstammaudiometrie (brainstem evoked response audiometry, BERA) konnten bds.
Keine Potentiale abgeleitet werden. Auch bei Folgeuntersuchungen konnten keine Potentiale
abgeleitet werden, und der Indexpatient erhielt Cochlea-Implantate im Alter von 12 Monaten.
Die Messungen der Nervenleitgeschwindigkeiten und von somatosensorisch evozierten
Potentialen ergaben keine Hinweise auf Leitungsstérungen.

Durch eine Echokardiographie am 3. Lebenstag wurden bei dem Kind bis auf ein
persistierendes Foramen ovale (PFO; Durchmesser: 0.4 cm) keine kardialen Auffalligkeiten
festgestellt. Dieser unauffallige Befund bestatigte sich im 3. Lebensmonat (PFO-Durchmesser:
0.1 cm; Echo im 11. Lebensmonat: Spontanverschluss des PFOs). Ein EKG in der 1.
Lebenswoche ergab Hinweise auf eine grenzwertig hoch-normale QTc-Zeit von 437 ms
(normal < 440 ms). Ein EKG Uber 24 Stunden im 7. Lebensmonat erbrachte keine Hinweise auf
eine verlangerte QTc-Zeit oder andere Herzrhythmusstérungen. Wahrend der
Neonatalperiode wurde der systolische Blutdruck zwischen der 5. und 10. Perzentile
bestimmt. Es traten in den ersten Lebensmonaten keine Elektrolytstérungen auf. Der klinische
Verdacht einer abdominalen Lage der Hoden wurde sonographisch bestatigt. Die
Abdomensonographie ergab jedoch keine Hinweise auf eine Hyperplasie der
Nebennierenrinde oder andere Pathologien. Eine laborchemische Liquoruntersuchung
erbrachte eine erhdhte L-Dopa-Konzentration im Liquor (30 nmol/l, normal < 15). Andere
Parameter der Routine-Liquordiagnostik, laborchemischer Bluttests, Urinuntersuchungen
inklusive erweiterter Diagnostik erbrachten unauffillige Befunde: CMV-Screening,
Homocystein-Diagnostik, Profil der Aminosduren im Plasma, Acyl-Carnitin-Profil, Profil der
biogenen Amine, Cathepsin-D-Aktivitat, Vitaminbestimmungen (inkl. Holotranscobalamin und
Vitamin B12 im Serum als Marker des Vitamin-B12-Status), korrigierte Gesamt-Ca**-
Plasmakonzentration, Phosphatplasmakonzentration, Chromosomenanalyse und Mikroarray-
basierte komparative genomische Hybridisierung (array-based comparative genomic
hybridization, aCGH) waren insgesamt unauffallig. Zudem wurden die Plasmakonzentrationen
von Carnitin, freiem Trijodthyronin (fT3) und freiem Tetrajodthyronin (fT4) innerhalb der

altersspezifischen Normen bestimmt.
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Der Tremor verstarkte sich insbesondere durch taktile Reize. Daher wurde die
Differentialdiagnose Hyperekplexie klinisch abgeklart: Aufgrund der globalen muskularen
Hypotonie, dem Fehlen jeglicher Startle-Reaktion oder nachtlicher Myoklonien wurde eine
Hyperekplexie klinisch ausgeschlossen. [95] Ein amplitudenintegriertes EEG (aEEG) wurde in
der ersten Lebenswoche abgeleitet, hierbei ergaben sich keine Hinweise auf epileptische
Anfallsmuster, ein Burst-Suppressionsmuster oder kortikale Myoklonien. Sowohl im aEEG als
auch in weiteren Standard-Video-EEG-Ableitungen mit 21 Elektroden fanden sich zunachst
keine Hinweise fir EEG-Veranderungen wie epilepsietypische Potentiale, regionale
Hirnfunktionsstérungen oder Hinweise auf kortikale Myoklonien oder epileptische Anfalle.

In Verlaufs-EEG-Untersuchungen wurde eine Hintergrundaktivitat im Deltabereich, zwischen
2-4 Hz detektiert. [218]

Im 3. Lebensmonat berichteten die Eltern des Kindes von einem gehauften Auftreten von
Apnoe-Episoden, die teilweise mit Zyanosen einhergingen. Im EEG zeigte sich hierfur kein
eindeutiges Anfallskorrelat. Die Episoden wurden als Atemarreste durch tonische Anfille
gedeutet und eine probatorische antiepileptische Therapie mit Levetiracetam (30 mg/ kg
/Tag) wurde zusatzlich zur Koffeintherapie initiiert. Da es zu keiner signifikanten Reduktion
der Apnoeepisoden kam, wurde die Therapie nach 8 Wochen wieder beendet.

Fiir die ersten 2 Lebensjahre des Jungen bestimmten der Tremor, die ausgepragte globale
Entwicklungsstorung, die zahlreichen Apnoe-Episoden, die schwere Beeintrachtigung des
Sehens und Horens sowie die Dysphagie und die globale Muskelhypotonie das klinische Bild.
Die Eltern des Kindes berichteten davon, dass der Junge ab dem 6. Lebensmonat trotz
schwerer Beeintrachtigung des Sehens Objekten und Gesichtern mit dem Blick folgen konnte.
Sie prasentierten zudem Videoaufzeichnungen die dokumentierten, dass das Kind im Kontakt

mit den Bezugspersonen lachelte.
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G1169D-
Normal- .
. Variante
population
Meilenstein der Entwicklung
Alter Alter verlorene
(Monate) (Monate) Fahigkeit
na
onate (Monat)
Trinken und Schlucken von Flissigkeit 1 1-2 19
Aufb ter Interakti itB -
ufbau erster Interaktionen mit Bezugs 0-1 2.3 19
personen
Erkennung von Gesichtern 1-2 4-6 19
Heben des Kopfes aus Bauchlage 2 nicht erreicht -
Blick folgt bewegten Objekten 2-3 4-6 19
Willentliches SchlieBen und Offnen der . .
. 3 nicht erreicht -
Hande
Koordinierte Hand-Mund-Interaktion 1-3 nicht erreicht -
Drehen von Bauch- in Riickenlage 5-6 nicht erreicht -
Tr"ansferleren von Objekten zwischen 56 nicht erreicht )
Handen
Verwendung strukturierter Einzelsilben 5-6 7-8 19
Gestlitztes Sitzen 5-6 nicht erreicht -
Verwer:dung von Doppelsilben (,da-da“, 7.8 nicht erreicht i
»,ba-ba“)
Freies Sitzen 9-10 nicht erreicht -
Winken (z.B. beim Verabschieden) 9-10 nicht erreicht -
Gehaltenes Laufen 11-12 nicht erreicht -
AuBerung erster Worter 11-12 nicht erreicht -
Krabbeln 9-12 nicht erreicht -
Freies Laufen 13-15 nicht erreicht -
Verwendung von 2- oder 3-Wort-Satzen 24 nicht erreicht -

Tabelle 1: Neurologische Entwicklung und Entwicklungsregression des Patienten mit der G1169G-Variante in
den ersten 24 Lebensmonaten im Vergleich zur Normalpopulation. [219, 220] Angegeben ist jeweils das typische
Alter fur das Erreichen eines Meilensteines der Entwicklung; im Alter von 19 Monaten erkrankte der Indexpatient
schwer an einer SARS-CoV-2-Infektion und biiRte die genannten Entwicklungsschritte vollstandig ein. [219, 220]

Tabelle in Anlehnung an Hu et al. und Sheldrick et al. [219, 220] Tabelle von F. Dannenberg.

Im Alter von 19 Lebensmonaten erkrankte der Indexpatient an einer lebensbedrohlichen

SARS-CoV-2-Infektion. Das Kind entwickelte eine schwere interstitielle Pneumonie und musste
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intensivmedizinisch fiir 2 Monate betreut werden. Nach einer initialen Phase, wahrend er eine
nicht-invasive Atemunterstiitzung mit positiven Beatmungsdriicken (noninvasive positive
pressure ventilation, NIV) erhielt, musste das Kind fir 5 Wochen invasiv lber eine
Trachealkanule beatmet werden.

EEG-Ableitungen wahrend des Aufenthaltes auf der Kinderintensivstation ergaben Hinweise
auf eine verlangsamte Hintergrundaktivitdit im niedrigen Delta-Frequenzbereich. Zudem
wurden Phasen mit verminderter elektrischer Aktivitat (Burst-Suppression-Muster) sowie
persistierende steile EEG-Wellen (sharp waves) vor allem in den Ableitungen links occipital
abgeleitet. (siehe Abbildung 7 und 8) In Verlaufs-EEGs konnten zunehmend Sharp-Wave-
Konfigurationen mit einer Frequenz von 1-1.5/ s abgeleitet werden. Die Tremorfrequenz
betrug weiterhin 10-12 Hz. (siehe Abbildung 10)

Daraufhin wurde erneut eine anfallssupprimierende Medikation mit Levetiracetam (30 mg/ kg
KG/ Tag) und Clobazam eingeleitet (0.2 mg/ kg KG/ Tag). Da sich wahrend der
intensivmedizinischen Behandlung zunehmend eine neurogene Blasenstorung zeigte, wurde
eine Medikation mit Oxybutynin (0.07 mg/ kg KG/ Tag) sowie eine regelmaRige
Blasenkatheterisierung initiiert. Wahrend dieser Zeit kam es zudem zu einer verminderten
Diurese und konsekutiv zu Wassereinlagerungen, sodass eine antidiuretische Therapie mit
Torasemid (0.6 mg/ kg KG), Spironolakton (6 mg/ kg KG) und Xipamid (0.8 mg/ kg KG) fir
mehrere  Wochen erfolgte. Zu diesem Zeitpunkt erfolgten eine intraglanduladre

Botulinumtoxininjektion in die Glandulae submandibulares zur Therapie der Hypersalivation.
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Abbildung 7: EEG 1: Darstellung einer kontinuierlichen generalisierten Funktionsstérung mit diskontinuierlicher
Grundaktivitdt mit generalisierten Episoden von Amplitudensuppression sowie mit sharp waves (ETPs) links
occipital (roter Pfeil). Dargestellt wird ein EEG aufgezeichnet im 19. Lebensmonat des Indexpatienten kurz nach
Beginn der schweren SARS-CoV-2-Infektion; bipolare Lingsableitung, Patient mit gedffneten Augen. In der
Bildmitte ist eine generalisierte Amplitudensuppression fiir eine Dauer von > 2 s in allen Ableitungen gut
erkennbar (zwischen den gestrichelten Linien). Abbildung ausgegeben durch EEG-Analyse-Software Polaris.one

von Nihon Kohden, bearbeitet von F. Dannenberg.

Abbildung 8: EEG 2: Darstellung einer kontinuierlichen Funktionsstérung mit eingelagerten sharp waves (ETPs)
links occipital (Ableitung Nummer 4 und 12); sharp waves mit einer Frequenz von 1/ s. Standard-EEG
aufgezeichnet im 19. Lebensmonat, Patient mit geschlossenen Augen; bipolare Langsableitung. Abbildung

ausgegeben durch EEG-Analyse-Software Polaris.one von Nihon Kohden, bearbeitet von F. Dannenberg.
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Abbildung 9: Rhythmische Muskelartefakte im EEG: Indirekte Darstellung des Tremors durch Muskelartefakte
im EEG. Bipolare Langsableitung im Wachzustand. Dargestellt sind rhythmische Muskelartefakte, die wahrend
eines EEGs im 22. Lebensmonat des Indexpatienten aufgezeichnet wurden und dem hochfrequenten Tremor
(10-12 Hz) entsprechen. Besonders hohe Amplitude finden sich passenderweise bei der links frontalen
Ableitungen F7 und der temporalen Ableitung T3. [221] Im EEG-Video ist erkennbar, dass eine
Fremdmanipulation am Gesicht des Kindes einige s zuvor den Tremor genau zu diesem Zeitpunkt verstarkte; im
EEG-Video zeigte sich entsprechend ein hochfrequentes Zittern des Unterkiefers mit gleicher Frequenz (10-12
Hz). Die dargestellten rhythmischen Muskelartefakte haben keinen direkten Bezug zu der wahrend des EEGs
aufgezeichneten pathologischen verlangsamten Hintergrundaktivitdt (Delta-Wellen, 3-4 Hz). Abbildung

ausgegeben durch EEG-Analyse-Software Polaris.one von Nihon Kohden, bearbeitet von F. Dannenberg.

Nachdem die Beatmung des Jungen deeskaliert werden konnte, wurde er in ein
Rehabilitationszentrum verlegt. Die Trachealkaniile wurde in situ belassen. In den folgenden
Wochen erfolgte eine CPAP-Atemunterstitzung vor allem wahrend des Schlafes fir
durchschnittlich 10 Stunden taglich. Wahrend der 5-monatigen Rehabilitation erfolgte eine
schrittweise Entwdhnung bis zur Beendigung der CPAP-Beatmung. Paroxysmale Episoden, die
mit Zunahme des Tremors, einer erhéhten Herzfrequenz und Agitiertheit einhergingen

wurden zunidchst als Weaning-Symptome und auch trotz auffilliger EEG-Befunde



60

(pathologische Hintergrundaktivitat, Burst-Suppression-Muster und persistierende Sharp-
Waves) nicht als epileptische Anfélle gewertet. Insgesamt traten diese paroxysmalen Episoden
ca. 1-mal/ Woche auf. Die anfallssupprimierende Medikation wurde im Verlauf der
Rehabilitation abgesetzt.

Allerdings berichteten die Eltern des Kindes nach der Rehabilitation von einer Zunahme der
Frequenz dieser paroxysmalen Episoden. Diese Episoden folgten nun einer festgelegten
Sequenz: Initial kam es zu einem anhaltenden Offnen der Augen und einer Blickdeviation nach
rechts sowie zu einer flachen Atmung und einer Zunahme der Herzfrequenz. Darauffolgend
traten wiederholt tonische Extension der Beine und Arme fiir die Dauer einer Sekunde auf.
Die Sequenzen endeten typischerweise mit einem stofhaften Atmen und wiederholtem
Niesen. Nach diesen Sequenzen war der Junge flir 30- bis 60-Minuten unruhig. Da diese
Episoden im weiteren Verlauf zunahmen, erfolgte eine erneute EEG-Diagnostik, inklusive
eines LZ-EEGs Uber 24 Stunden. Hierbei wurde eine Zunahme der Burst-Suppression-Muster
sowie der multifokalen sharp waves im Sinne epilepsietypischer Potentiale (ETPs) detektiert.
(siehe Abbildungen 7 und 8) Die Diagnose einer genetischen Epilepsie wurde vergeben.
Aufgrund der zusatzlich vorliegenden globalen Entwicklungsstérung und des ausgepragten
elektroklinischen Befundes wurde zudem eine epileptische Enzephalopathie mit globaler
neurologischer Entwicklungsstorung (DEE; siehe Kapitel 1.1) diagnostiziert. [69, 222] Eine
anfallssupprimierende Medikation mit Levetiracetam (30 mg/ kg KG/ Tag), Clobazam (1mg/ kg
KG/ Tag) und Perampanel (2,6 mg/ kg KG/ Tag) wurde erneut initiiert, hierunter kam es zu
einer deutlichen Reduktion der Anfallsfrequenz.

Die Plasmakonzentrationen von Renin, Aldosteron und der Aldosteron-Renin-Quotient
wurden im Alter von 7 Monaten und 26 Monaten innerhalb der altersspezifischen Normen
bestimmt.

Allerdings wurde im 24. Lebensmonat eine niedrige Reninplasmakonzentration (3.54 ng/l,
normal 6.30 - 149.00) wahrend der oben genannten dreifachen diuretischen Therapie
(Torasemid, Spironolakton, Xipamid) bestimmt. Die Aldosteronkonzentration hierbei lag im
Normbereich (255 ng/l, normal 52-290). Der Aldosteron-Renin-Quotient dieser Werte ergab
einen erhohten Wert (72.0, normal < 20.0): ein potentieller Hinweis auf einen primaren
Hyperaldosteronimus. Wahrend des ersten und zweiten Lebensjahres zeigten sich die
systolischen und diastolischen Blutwerte innerhalb der altersspezifischen Normen. Und

obwohl der Indexpatient unter rezidivierenden Episoden von Hypoglykdmien wahrend seines
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ersten Lebensjahrs litt, zeigten sich die Plasmainsulinkonzentration, Plasma-C-Peptid und
Urin-C-Peptid-Konzentration zu keinem Zeitpunkt erhoht, jedoch erfolgten die Bestimmungen
nicht wahrend der initialen hypoglykdmen Phasen.

Bei der Verlaufsuntersuchung im Alter von 37 Monaten litt der Indexpatient weiterhin unter
der schweren globalen Entwicklungsstérung, weiterhin traten taglich 1-3 epileptische Anfalle
auf. Die Eltern des Kindes berichteten davon, dass das Kind die wahrend der schweren SARS-
CoV-2-Infektion verlorenen Fahigkeiten zur Interaktion nicht wiedergewonnen habe, und
seither ein vollstandiger Entwicklungsstillstand bestiinde. In der klinischen Untersuchung
konnte das Kind weder Objekte oder Gesichter fixieren, ebenso zeigte es kein soziales Lacheln.

(siehe Tabelle 1)

8.2 Ein dhnliches klinisches Bild — ein Kind mit der CACNA1D-Variante G1169D im
Mosaik

Im Rahmen der Recherche zu dieser Studie wurde eine identische Variante in der frei
zuganglichen Datenbank fiir genetische Varianten der Universitat Leiden (LOVD) identifiziert:
Bei dem betroffenen Kind wurde die G1169D-Variante mit einer Allelfrequenz von 17%
detektiert. Es erfolgte eine Kontaktaufnahme mit den Wissenschaftler*innen der Fakultat fir
Humangenetik des Universitatsklinikums von Amsterdam (Amsterdam Universitair Medische
Centra), die diese Variante detektierten und in der LOVD publizierten. Die klinischen Daten
der Kollegen*innen aus Amsterdam bezlglich dieser Variante lassen sich wie folgt
zusammenfassen: Dieser zweite Patient mit der G1169D-Variante mit einer Allelfrequenz von
17 % war zu diesem Zeitpunkt ein 10 Monate alter Junge, der erste Sohn seiner gesunden und
nicht konsanguinen weilRen niederldndischen Eltern. Die Mutter erhielt aufgrund einer
schwangerschaftsinduzierten Hypertonie eine Methyldopa-Therapie wahrend der
Schwangerschaft. Hinweise auf einen Gestationsdiabetes ergaben sich nicht. Sonographisch
bestand der Verdacht auf eine fetale Makrosomie. Die Entbindung erfolgte durch Notfall-
Sectio mit 34 + 3 Schwangerschaftswochen aufgrund einer verminderten

Herzfrequenzvariabilitdt in der Kardiotokographie, verminderter Kindsbewegungen sowie
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aufgrund eines retrograden Blutflusses der Umbilikalarterien. Der Apgar-Wert nach der 1.
Minute betrug 9 Punkte und nach der 5. Minute konnten 10 Punkte vergeben werden.
Postnatal zeigten sich eine Makrosomie, das Geburtsgewicht betrug 3865 g (> 99. Perzentile,
+3.22 z), sowie eine Makrozephalie, der Kopfumfang betrug 36 cm (> 99. Perzentile, +2.38 z).
Postnatal wurde das Kind auf die neonatologische Intensivstation der Universitatsklinik von
Amsterdam (Amsterdam Universitair Medische Centra, UMC) verlegt. Hier erfolgte eine
kontinuierliche Glukoseinfusion aufgrund einer kongenitalen hyperinsulindmischen
Hypoglykdmie (Plasmainsulin-Konzentration 224 pmol/l, normal 12-96 pmol/l).
Echokardiographisch wurde eine linksventrikuldr akzentuierte biventrikuldare Hypertrophie
des Herzens diagnostiziert. Von erhohten arteriellen Driicken wurde nicht berichtet. Zudem
wurde eine pulmonale Hypertonie detektiert. Abdomensonographisch wurde eine
Hepatomegalie festgestellt. Bereits wahrend der Verlegung auf die neonatologische
Intensivstation sowie im weiteren Verlauf fiel ein Tremor auch wahrend euglykdmer
Stoffwechsellagen auf. Hinweise auf epileptische Anfalle ergaben sich nicht. Eine postnatale
kraniale MRT (cMRT) ergab Hinweise auf eine Hirnreifungsstérung mit verminderter kortikaler
Gyrierung, in der cMRT-Verlaufskontrolle zeigte sich jedoch eine altersentsprechende
Gyrierung, allerdings zeigten sich Hinweise auf eine intraventrikuldare Hamorrhagie Grad 2
sowie auf Lasionen der weilRen Substanz, die als Folge der Friihgeburtlichkeit gewertet
wurden. Bis auf retroaurikulare Falten zeigten sich keine Dysmorphiezeichen. Das Kind wurde
wahrend der ersten Wochen durch kontinuierliche Erndhrungstherapie und zusatzliche
Glukoseinfusionen versorgt. Initial erfolgte eine Diazoxidtherapie der Hypoglykdmien sowie
eine Hydrochlorothiazidtherapie der pulmonalen Hypertonie. Die Diazoxidtherapie wurde
aufgrund fehlender Wirkung beendet, bei anhaltender pulmonaler Hypertonie wurde die
Therapie mit Lanreotid und Octreotid ersetzt. Es erfolgte eine umfassende genetische
Diagnostik: Im Amsterdamer UMC Labor fiir Genom Diagnostik wurde unter anderem eine
Exomsequenzierung veranlasst. Hierbei wurde die CACNA1D-Variante (c.3506G>A
p.(Gly1169Asp) in NM_000720.3; G1169D) mit einer Allelfrequenz der Variante von 17%
detektiert. Eine Segregationsanalyse der Eltern wurde durchgefiihrt: Bei beiden Eltern konnte
die G1169D-Variante nicht detektiert werden. Die Variante wurde daher als am ehesten
postzygotisch entstandene de novo Variante gewertet. Aufgrund der geringen Allelfrequenz
von 17 % wurde ein genetisches Mosaik als wahrscheinlich angenommen. Aufgrund der

publizierten CACNA1D-Varianten, bei denen ein primarer Hyperaldosteronismus beschrieben



63

wurde, erfolgten im Alter von 2 Monaten Bestimmungen der Plasmaaldosteronkonzentration,
der Plasmareninkonzentration sowie des Aldosteron-Renin-Quotienten: Diese Werte zeigten
sich insgesamt unauffdllig. Mit 2 Monaten konnte das Kind in die Hauslichkeit entlassen
werden. Im Alter von 10 Monaten erfolgten Lanreotid-Injektionen 1-mal pro Monat und eine
Sondierung der Nahrung, hierdurch konnten relevante Hypoglykdmien vermieden werden. Bei
dem Kind bestanden zu diesem Zeitpunkt eine milde motorische Entwicklungsstérung sowie

eine muskuldare Rumpfhypotonie.

8.3 Genetische Untersuchungsergebnisse

Indexpatient (Kind mit G1169D-Variante): Eine Sequenzierung der kodierenden Abschnitte

des Genoms (whole exome sequencing, WES) des Kindes ergab eine Variante des CACNA1D-
Gens (c.3506G>A, NM_000720.4; p.Glyl169Asp, G1169D). (siehe Abbildung 1) Beim
Indexpatienten wurde in 37% der ausgelesenen Einzelsequenzierungsreaktionen (reads) die
G1169D-Variante detektiert. Diese Variante konnte bei den Eltern nicht gefunden werden. Die
G1169D-Variante ist nicht in den genetischen Datenbanken ClinVar oder gnomAD auffindbar,
allerdings wurde eine weitere Variante in der Leiden Open Variation Database (LOVD)
identifiziert (DB-ID CACNA1D 000160). (siehe ndchster Absatz). Die Mutation des
Indexpatienten betrifft einen evolutiondar hochkonservierten Glycin-Rest der al-D-
Untereinheit des Cay1.3-Ca?*-Kanals. (siehe Abbildung 1) Dieser Glycin-Rest ist direkt am
Ubergang der transmembrandsen Helix 6 von repeat Ill und dem zytoplasmatischen
Verbindungsglied (Linker) zu repeat IV positioniert. (sieche Abbildung 1) Durch die Mutation
kommt es bei der G1169D-Variante zu einem Austausch der ungeladenen Aminosaure Glycin
durch die negativ geladene Aminosaure Asparaginsaure. Von Pradiktionsprogrammen fir die
Pathogenitat einer genetischen Variante wie Mutation Taster, fathmm, Mutation Assesor,
SIFT, fathmm-MKL coding, LRT und PROVEAN wurde die G1169D-Variante als pathologisch
gewertet. Beim Indexpatienten wurden keine weiteren genetischen Varianten gefunden, die

ursachlich fiir den distinkten Phanotyp sein kénnten.
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Kind mit G1169D-Variante im Mosaik: Wie im vorangegangenen Abschnitt bereits gezeigt,

wurde bei diesem Kind die CACNA1D-Variante mit einer geringeren Allelfrequenz als beim
Indexpatienten Allelfrequenz (17% versus 37% beim Indexpatienten) in der LOVD publiziert
(DB-ID CACNA1D_000160). Daher wird bei diesem Kind a.e. vom Vorliegen der G1169D-
Variante im Mosaik ausgegangen. In Absprache mit den Kollegen*innen der Fakultat fir
Humangenetik der Universitatsklinik von Amsterdam, die diese Variante detektierten und in
der LOVD publizierten, erfolgte eine Reevaluation der Pathogenitdt der LOVD-G1169D-
Variante. Der Phanotyp dieses Kindes zeichnet sich durch postnatalen Tremor auch im
euglykamischen Zustand, Makrozephalie, Makrosomie, postnatale Hypoglykdamien,
pulmonale Hypertonie, biventrikulare  Hypertrophie und eine motorische
Entwicklungsstorung aus. Im Vergleich zum Kind mit der G1169D-Variante zeigte sich ein

weniger schwerer Erkrankungsverlauf.

8.4 Biophysikalische und pharmakologische Charakterisierung von humanen Cay1.3-
Ca?*-Kanélen der G1169D-Variante im Vergleich zum Wildtyp (WT)

8.4.1 Ergebnisse aus der Bestimmung der Aktivierungskinetik

Die Untersuchung der gemessenen und normalisierten Einwarts-Ca%*-Stréme in mit WT oder
G1169D-Variante transfizierten tsA201-Zellen ergab bei allen angelegten Testspannungen (4
V) ausgehend von einem Membranhaltepotential von -109.3 mV signifikante Unterschiede (p
<0.001). [3, 31] (siehe Abbildung 11) Die Messdaten der Einwartsstrome Uber der angelegten
Spannung wurden zusatzlich zur Normalisierung (G/Gmax) mit der Boltzmann-Funktion
modelliert, hieraus resultiert die in Abbildung 10 gezeigte sigmoidale Aktivierungskurve. [3,
31] Die Aktivierungskurve der G1169D-Variante ist im Vergleich zum WT um ca. 35 mV nach
links - zu negativeren Membranpotentialen - verschoben. [3, 31] (siehe Abbildung 10) Im
Vergleich zum WT liegt bei der G1169D-Variante eine Aktivierung im hyperpolarisierten

Bereich vor; Cay1.3-Ca?*-Kanidle der G1169D-Variante aktivieren damit bei elektrischen
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Potentialen nahe des Ruhemembranpotentials vieler Neurone und aktivierbarer Zellen. [223]

Beim WT hingegen 6ffnen die Kanale erst nach deutlich starkerer Depolarisation.
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Abbildung 10: Aktivierungs- und Inaktivierungskurven: Darstellung der spannungsabhangigen Aktivierung der

Cav1.3 Ca?*-Kanile von WT und G1169D-Variante: Die Aktivierung ist das Verhiltnis aus der Leitfdhigkeit G -
normalisiert auf Gmax (G/ Gmax) - und den jeweiligen Testspannungen (4 V). [3, 31] Die Werte wurden mittels

Patch-Clamp-Technik in der Ganzzellen-Konfiguration bestimmt. Die sigmoidalen Aktivierungskurven von
G1169D-Variante (rote Kreise) sowie des WT (blaue Kreise) wurden mittels modifizierter Boltzmann-Gleichung
modelliert. [3, 31] Bei der G1169D-Variante kommt es zu einer Linksverschiebung der Kurve der
spannungsabhdngigen Aktivierung um ca. 35 mV hin zu negativeren Membranpotentialen. Samtliche Werte
wurden als Mittelwerte £ SEM angegeben. Die Aktivierungskurve der G1169D-Variante hat zudem einen steileren
Verlauf als beim WT. [3, 31]

Fir die Beschreibung der sigmoidalen Kurven der Inaktivierung im steady state der G1169D-Variante (rote
Quadrate) im Vergleich zum WT (blaue Quadrate) sieche Abschnitt 8.4.2. [3, 31] Abbildung mit freundlicher

Genehmigung von Frau Dr. N. Ortner, modifiziert durch F. Dannenberg.
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Die starkere Aktivierbarkeit bei der G1169D-Variante zeigt sich auch im numerischen Vergleich
der Parameter Vos,akt Und koke. [3, 31] Bei der G1169D-Variante kommt es zur halbmaximalen
Aktivierung bereits bei -43.6 £ 0.9 mV (Vo.5,akt) im Vergleich zum WT bei dem erst bei einem
positiveren Potential von -7.0 £ 1.0 mV eine halbmaximale Aktivierung bestimmt werden kann
(Vos,akt). [3, 31] Dieser Unterschied ist signifikant (p<0.001). Der Steigungsfaktor der
Aktivierungskurve (kakt) konnte mit 9.4 £ 0.2 beim WT und 6.6 + 0.2 bei der G1169D-Variante
errechnet werden. [3, 31] Auch dieser Unterschied ist signifikant (p < 0.001). Da kak: im Nenner
des Exponenten der Boltzmann-Gleichung steht, bedeutet der signifikant kleinere Wert bei
der G1169D-Variante damit eine Zunahme der Steigung der Aktivierungskurve. [3, 31] (siehe
Abbildung 10) Auch die Bestimmung der Spannung, bei der 5% des maximalen Einwartsstroms
gemessen wurde, unterscheidet sich signifikant zwischen der G1169D-Variante und dem WT
(p < 0.001). Dieser Punkt der Strom-Spannungskurve wurde als Aktivierungsschwelle
(activation threshold) definiert, er liegt bei der G1169D-Variante bei -66.9 + 0.9 mV und beim
WT bei-42.8 £ 0.8 mV. [3, 31]

Wird die Aktivierungskinetik ausgehend von einem Haltepotential von -139 mV bestimmt,
zeigen sich ebenfalls signifikante Anderungen (p < 0.001) der Aktivierungsparameter Vo,s,akt
und kqk: sowie der Aktivierungsschwelle. [3, 31] Die Kinetikparameter der G1169D-Variante
bei einem Haltepotential von -139.3 mV sind dabei im Sinne einer Zunahme der
Kanalaktivierung verandert, analog zu den Parametern der G1169D-Variante bei dem

Haltepotential von -109.3 mV. [3, 31] (siehe Tabelle 2 und Abbildung 10)

Folgende Ergebnisse wurden durch die Analyse der Beziehung von Stromdichte zu
unterschiedlichen angelegten Membranspannungen (4 V) erhoben: Es zeigte sich ausgehend
von einem Haltepotential von -139.3 mV ein signifikanter Unterschied der Stromdichte in
pA/pF zwischen G1169D-Variante und WT (p=0.0395). [3, 31] Die Stromdichte wurde bei der
G1169D-Variante mit -31.2 + 5.5 pA/pF mehr als doppelt so hoch als beim WT (-14.9 + 2.4
pA/pF) bestimmt. [3, 31] Auch beim Haltepotential von -109.3 mV zeigte sich diese Tendenz
zu einer hoheren Stromdichte bei der G1169D-Variante im Vergleich zum WT; dieser
Unterschied ist jedoch nicht signifikant (p=0.2407). [3, 31] (siehe Tabelle 2) Eine hohere
Stromdichte kann entweder durch eine gréRere Anzahl aktivierter Kanale oder durch einen

héheren Einwértsstrom pro Cay1.3-Ca%*-Kanal bedingt sein. [3, 31] Die Stromdichte ist bei der
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G1169D-Variante besonders hoch, wenn ein Haltemembranpotential in der N&he des

Ruhemembranpotential von aktivierbaren Zellen gewahlt wird. (siehe Tabelle 2)

Vos ac Kake Aktivierungs- Strom-
Kontrukt [rﬁi/] [mV] schwelle dichte n/N
[mV] [pA/pF]
Haltepotential -109.3 mV
Cayl.3WT -7.0+£1.0 9.4+£0.2 -42.8+0.9 -13.8+2.5 21/4
Cay1.3 G1169D -43.6 £ 0.9 6.6 £0.2 -66.9+0.8 -194+4.1 19/4
p-Wert p<0.001 p<0.001 p<0.001 p=0.2407
Haltepotential -139.3 mV
Cay1.3WT -74+1.1 9.4+£0.2 -43.8+1.1 -149+2.4 17/3
Cav1.3 G1169D -46.1+£0.7 7.1+£0.2 -71.1+£0.7 -31.2+5.5 31/3
p-Wert p<0.001 p<0.001 p<0.001 p=0.0395

Tabelle 2: Spannungsabhingige Aktivierung: Parameter der spannungsabhingigen Aktivierung der Cav1.3 Ca?*-
Kandle von WT und G1169D-Variante; samtliche Parameter wurden mittels Patch-Clamp-Technik in der
Ganzzellen-Konfiguration bestimmt. [3, 31] Hierzu erfolgte eine transiente Transfektion von tsA201-Zellen mit
der a1-D-Untereinheit der G1169D-Variante bzw. des WT sowie den akzessorischen Untereinheiten 3 and a261.
(Verwendet wurde eine 15 mM Ca?*-Ldsung mit Ca?* als Ladungstrager). [3, 31] Sdmtliche Werte sind als
Mittelwerte + SEM angegeben. Die Bestimmung der p-Werte erfolgte mittels t-Test flr normalverteilte
ungepaarte Stichproben. Vosak: Testspannung bei der es zu einer 50%igen Aktivierung kommt; Kkake:
Steigungskonstante der durch modifizierte Boltzmann-Gleichung modellierten  Aktivierungskurve;
Aktivierungsschwelle: Testspannung bei der es zu einem 5%igen Einwdrtsstrom in Bezug auf den maximalen
Einwartsstrom kommt; Stromdichte: maximaler Einwartsstrom, der auf die Zellkapazitat normalisiert wurde (pF);
n: Anzahl der Messdurchlaufe; N: Anzahl der unabhdngigen Transfektionen. [3, 31] Tabelle mit freundlicher

Genehmigung von Frau Dr. N. Ortner, modifiziert durch F. Dannenberg.
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8.4.2 Ergebnisse aus der Bestimmung der Inaktivierungskinetik und der Inaktivierung im
steady state

Fiir die Messung der Inaktivierungskinetik, insbesondere der Inaktivierung im steady state
wurden die normalisierten Einwérts-Ca%*-Strome in mit WT oder mit der G1169D-Variante
transfizierten tsA201-Zellen gemessen. [3, 31] Diese gemessenen spannungsabhdngigen
Einwartsstrome entsprachen hierbei dem lonenfluss durch die nicht-inaktivierten Cay1.3-Ca?*-
Kanéle trotz lang andauernder Konditionierungsspannungen (A V). [3, 31] Die im Folgenden

verwendeten Werte entsprechen Mittelwerten £ SEM.

Die Bestimmung der Inaktivierung im steady state erfolgt nach einem Konditionierungsimpuls
einer Dauer von 5000 ms. [3, 31] (siehe Abbildung 10) Die Messdaten der Einwartsstrome
uber der angelegten Spannung wurden nach Normalisierung (//Imax) mittels modifizierter
Boltzmann-Funktion modelliert: Aus der Modellierung resultiert die in Abbildung 10 gezeigte
sigmoidale Kurve der Inaktivierung im steady state, welche im Fall der G1169D-Variante (rote
Quadrate) im Vergleich zum WT (blaue Quadrate) um ca. 35 mV nach links — hin zu
negativeren Membranpotentialen — verschoben ist. [3, 31] (siehe Abbildung 10)

Im Vergleich zum WT beginnt bei der G1169D-Variante die Inaktivierung bei deutlich
negativeren Membranpotentialen. Dies wird auch ersichtlich, wenn bei G1169D-Variante und
beim WT die Parameter Vos,nak: (Testspannung bei der eine 50%ige Inaktivierung im steady
state vorliegt) miteinander verglichen werden. [3, 31] Bei einem Haltepotential von -109.3 mv
ergibt sich ein signifikanter Unterschied (p<0.001). [3, 31] (siehe Tabelle 3) Bei einem
Haltemembranpotential von -139.3 mV liegt bei der G1169D-Variante ein beinahe doppelt so
niedriger Vos,inake-Wert vor, auch hier besteht ein signifikanter Unterschied (p<0.001). [3, 31]
(siehe Tabelle 3)

Beim Vergleich von Steigungsfaktoren der Inaktivierungskurve im steady state (kinak:) von
G1169D-Variante (7.2 £ 0.5 mV) und WT (5.7 + 0.5 mV) bei einem Haltepotential von -139.3
mV zeigte sich eine nicht signifikante (p < 0.0568) Tendenz hin zu geringeren Werten von Kinakt
bei WT und damit einer starkeren Steigung der Inaktivierungskurve beim WT. [3, 31] (siehe

Abbildung 10 und Tabelle 3)
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Die sigmoidale Inaktivierungskurve im steady state konvergiert sowohl bei der G1169D-
Variante als auch beim WT zu einem Plateau: signifikante Unterschiede ergeben sich hierbei

weder bei einem Haltepotential von -109.3 mV noch bei einem von -139.3 mV. [3, 31] (siehe

Tabelle 3 und Abbildung 10)

VO.S,inakt kinakt Plateau
Kontrukt [mV] [mV] (%] n/N

Haltepotential -109.3 mV
Cavl.3 WT -38.1+1.9 5.4+0.5 26.1+3.8 6/2
Cav1.3 G1169D -68.7+2.3 59104 26.7t4.4 6/2
p-Werte p<0.001 p=0.4735 p=0.9210

Haltepotential -139.3 mV
Cavl.3WT -35.7+0.9 5.7+0.5 35.3+3.9 7/2
Cav1.3 G1169D -71.8+1.8 7.21+0.5 30.5£6.9 8/2
p-Werte p<0.001 p=0.0568 p=0.5663

Tabelle 3: Spannungsabhidngige Inaktivierung: Parameter der spannungsabhangigen Inaktivierung der Cav1.3
Ca?*-Kanéale von WT und G1169D-Variante; samtliche Parameter wurden mittels Patch-Clamp-Technik in der
Ganzzellen-Konfiguration bestimmt. [3, 31] Hierzu erfolgte eine transiente Transfektion von tsA201-Zellen mit
der al-D-Untereinheit der G1169D-Variante (Cav1.3 G1169D) bzw. des WT (Cav1.3 WT) sowie den akzessorischen
Untereinheiten B3 and a261. (Verwendet wurde eine 15 mM Ca?*-Lésung mit Ca?* als Ladungstrager). [3, 31]
Samtliche Werte sind als Mittelwerte + SEM angegeben. Die Bestimmung der p-Werte erfolgte mittels t-Test fir
normalverteilte ungepaarte Stichproben. Vos,naki: Testspannung bei der eine 50%ige Inaktivierung im steady
state vorliegt; kak: Steigungskonstante, der durch modifizierte Boltzmann-Gleichung modellierten
Inaktivierungskurve; Plateau: Fraktion des nicht-inaktivierenden Stroms; n: Anzahl der Messdurchldufe; N:
Anzahl der unabhéangigen Transfektionen. [3, 31] Tabelle mit freundlicher Genehmigung von Frau Dr. N. Ortner,

modifiziert durch F. Dannenberg.
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Bei der Bestimmung der Inaktivierung nach der Zeit wurden die tsA201-Zellen ohne
Vorstimulus fir 5 s mit Vmax stimuliert. [3, 31] (siehe Abbildung 11)

Die  Messungen der  Stromamplituden erfolgten ausgehend von einem
Membranhaltepotential von -109.3 mV bzw. von -139.3 mV zu definierten Zeitpunkten (100
ms, 250 ms, 500 ms, 1000 ms oder 5000 ms). [3] Beim Vergleich dieser Stromamplituden,
angegeben in Prozent des Spitzenstromes, von G1169D-Variante und WT ergaben sich zu allen

Messzeitpunkten signifikante Werte. [3] (siehe Tabelle 4)

0.2-
0.0-p4 o
-0.2-

-0.4-

| (normalisiert)

-0.61

-0.81

-1.01

Abbildung 11: Inaktivierung: Inaktivierung der Cay1.3 Ca?*-Kanile von WT und G1169D-Variante; dargestellt wird
der normalisierte Einwartsstrom (I/Imax) wahrend eines 5 Sekunden andauernden Depolarisationspulses mit Vimax,
WT (schwarz) und G1169D-Variante (hellgrau). [3] Einer Konvention folgend wird I/Imax mit einem negativen
Vorzeichen angegeben, es handelt sich um einen Einwéartsstrom. [3] Beim Wildtyp ndhert sich der Wert von |
Uber die Zeit exponentiell, bereits nach den ersten 1000 ms, asymptotisch einem Plateau bei unter 20% von Imax
an. Bei der G1169D-Variante kommt es zu einem deutlich geringeren Abfall von 1/lmax. [3] Die Kurve nimmt im

Gegensatz zur Kurve beim WT zwischen 1000 ms und 4000 ms nicht exponentiell, sondern ndherungsweise linear
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ab; bei der letzten Messung nach 5000 ms ist | weiterhin deutlich Gber 20 % von Imax. [3] Nach der Messzeit bzw.
Stimulationszeit von 5 Sekunden erfolgt abschlieRend ein weiterer Stimulationspuls mit Vmax , damit endet die
Stimulation der Zellen. [3] Am Ende der Kurve erscheinen die Nachstrome bis zum Erreichen der Nulllinie nach
Beendigung der Stimulation. [3] Diese Nachstrome entsprechen den tail currents und werden weiter unten
genauer spezifiziert; ebenso werden die Unterschiede der tail currents zwischen WT und G1169D-Variante
untersucht. [3] (siehe Absatz 3.5.1.) Angegeben werden gemittelte Stromverlaufskurven (current traces).
Samtliche Werte werden als Mittelwert £+ SEM angegeben. Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Frau

Dr. N. Ortner, modifiziert durch F. Dannenberg.

Konstrukt | r100[%] | r250[%] | r500[%] |r1000[%] |r5000[%] |n/N
Haltepotential -109.3 mV

Cav1.3 WT 575+3.4 |384+36 |255+33 |17.9+28 |11.2+22 |13/4

Ca,1.3G1169D | 85.9+53 |784+6.7 |723+69 |62.8+63 |27.6+4.2 |11/2

p-Wert p<0.001 p<0.001 p<0.001 | p<0.001 p=0.005

Haltepotential -139.3 mV

Cav1.3 WT 62.9+35 |433+3.6 |30.1+35 |221+37 |160+39 | 8/2
Ca,1.3G1169D | 93.3+2.6 |859+40 |79.3+4.7 |71.4+52 |43.8+54 |15/2
p-Wert p<0.001 p<0.001 p<0.001 | p<0.001 p=0.003

Tabelle 4: Inaktivierungskinetik wahrend eines 5-sekiindigen Depolarisierungspulses mit Vmax: Bezliglich der
Messtechnik, der Transfektion, der Ladungstrager gilt das gleiche wie bei Tabelle 2 und 3. Cav1.3 G1169D: Cav1.3
Ca?*-Kanile der G1169D-Variante; Cav1.3 WT: Cav1.3 Ca%*-Kanile des WT. Die r-Werte geben den Reststrom in
Prozent bezogen auf den maximalen Einwartsstrom zu den definierten Zeitpunkten 100 ms, 250 ms, 500 ms,
1000 ms und 5000 ms an; n: Anzahl der Messdurchlaufe; N: Anzahl der unabhangigen Transfektionen. [3]
Samtliche Werte sind als Mittelwerte + SEM angegeben. Die Bestimmung der p-Werte erfolgte mittels Wilcoxon-
Rangsummen-Test aufgrund nicht normalverteilter Stichproben, die Anwendung der Benjamini-Hochberg-
Prozedur erfolgte zur Kontrolle der Falscherkennungsrate bei multiplem Testen. [3] Tabelle mit freundlicher

Genehmigung von Frau Dr. N. Ortner, modifiziert durch F. Dannenberg.
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8.4.3 Ergebnisse aus der Bestimmung des konstanten Hintergrund-Ca%*-Einwéartsstroms
(window current)

Die Unterschiede zwischen G1169D-Variante und WT lassen sich auch durch Bestimmung des
konstanten Hintergrund-Ca?*-Einwartsstroms (window current) veranschaulichen. [3, 31, 205,
207] (Siehe Abbildung 12)

Die Veranderungen der Inaktivierung im steady state sowie der Stromdichte fihren bei der
G1169D-Variante im Vergleich zum WT zu einem signifikant erhéhten Hintergrund-Ca?*-
Einwartsstrom (p<0.001). Dieser Einwartsstrom beginnt bei der G1169D-Variante bereits bei
ca. 20 mV negativeren Membranpotentialen. [3]

Statistisches Testen erfolgte mittels two-way ANOVA. [3] Als post hoc Test wurde die Sidak-

Korrektur verwendet, um fiir multiples Testen zu adjustieren. [3, 125]

* k%

| [PA/PF]
s

i\%
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Abbildung 12: Hintergrund-Ca?*-Einstrom: Darstellung des spannungsabhingigen Hintergrund-Ca®*-Einstroms
(window current) der Cay1.3 Ca?*-Kanile von WT und G1169D-Variante. Angegeben wird der window current |
(Einwartsstrom wahrend der Bestimmung der Inaktivierung steady state; siehe Abschnitt 8.4.2) mit den

Dimensionen (pA/pF) pro verdnderter Membranspannung (A V). [3, 31] Der window current der G1169D-Variante
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(hellgrau) unterscheidet sich signifikant (p<0.001 fir ***) vom WT (schwarz); ab einer Membranspannung von -
70 mV fihrt die zunehmende Depolarisierung bei der G1169D-Variante im Vergleich zum WT zu signifikant
hoheren Absolutwerten des window currents | (bei -20 mV > 5-fach hhere Absolutwerte von | bei der G1169D-
Variante). [3, 31] Beim WT kommt es insgesamt, auch bei starkerer Depolarisierung, zu geringen Absolutwerten
des window currents. [3, 31] Die Werte wurden mittels Patch-Clamp-Technik in der Ganzzellen-Konfiguration
bestimmt. Die Werte resultieren aus 6 Messdurchlaufen und wurden als Mittelwerte + SEM angegeben.

Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Frau Dr. N. Ortner, modifiziert durch F. Dannenberg.

8.4.4 Ergebnisse aus der Bestimmung der Deaktivierungskinetik

Die Deaktivierung ist die Rickkehr der Cay1.3-Ca%*-Kanal-Konfiguration zum geschlossenen
Zustand wahrend der Repolarisierung. [3, 31] (siehe Abbildung 5) Wie bereits oben in
Abbildung 11 gezeigt, wurden durch Strommessungen mittels Patch-Clamp-Verfahren am
Ende einer Reihe von Stimulationspulsen (20 ms Vmax als Kontrollpuls, 5000 ms (A V) als
Konditionierungspuls, 20 ms Vmax als Testpuls, siehe Abschnitt 8.4.2) charakteristische
Nachstrome (tail currents) erzeugt und gemessen. [3, 31] Diese Strome wurden wahrend der

Repolarisation der Zellen analysiert. [3, 31]
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Abbildung 13: Deaktivierung: Bei der G1169D-Variante (hellgrau) zeigt sich eine signifikante Verzégerung der
Deaktivierung: Dargestellt wird die Deaktivierung der Cay1.3 Ca?*-Kanile von WT und G1169D-Variante mittels
der Messergebisse charakteristischer Nachstrome (tail currents) in pA. [3, 31] Untersucht wurden mit WT- und
G1169D-Kontrukt transfizierte tsA201-Zellen. Die dargestellten tail currents traten wahrend der 40 ms
andauernden Repolarisation auf; die Repolarisation erfolgte ausgehend vom Umkehrpotential (Vi) auf ein
Testpotential. [3, 31] Einer Konvention folgend werden die tail currents als Einwéartsstrome mit einem negativen
Vorzeichen versehen und entsprechend mit Richtung nach unten im nicht dargestellten Koordinatensystem
angegeben. [3, 31] Beispielhaft werden jeweils Einzelaufzeichnungen (current traces) von tail currents nach
Repolarisation auf ein Testpotential von -59.3 mV bzw. bei -39.3 mV jeweils fir die G1169D-Variante (hellgrau)
und den WT (schwarz) gezeigt. [3, 31] Erkennbar ist die deutlich groRere AUC der Stromkurve der G1169D-
Variante im Vergleich zum WT. Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Frau Dr. N. Ortner, modifiziert

durch F. Dannenberg.

Die Abbildung 14 zeigt die AUCs der tail currents als Sadulendiagrammdarstellung fiir samtliche
Repolarisationspotentiale (Testpotentiale, 4 V) bei der G1169D-Variante (hellgrau) und dem
WT (schwarz). [3] Statistisches Testen erfolgte mittels two-way ANOVA. [3] Als post hoc Test
wurde die Sidak-Korrektur verwendet, um fiir multiples Testen zu adjustieren. [3] Gezeigt
wird, dass bei der G1169D-Variante wahrend der Repolarisierung bis zu einem Potential von -

69.3 mV eine signifikant verzogerte Deaktivierung vorliegt. (siehe Abbildung 15)
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Abbildung 14: Tail Currents: Dargestellt werden die Unterschiede in der Deaktivierung der Cav1.3 Ca?*-Kanile
bei WT (schwarz) und G1169D-Variante (hellgrau) anhand der normalisierten Flachen unter den Kurven der tail
currents (AUCs) wahrend 40 ms andauernder Repolarisationspulse auf die jeweils angegebene
Repolarisationsspannung (Testspannung, A V). [3, 31] Die Repolarisation erfolgte ausgehend vom
Umkehrpotential (Vrev) auf (4 V). [3, 31] Die Flachen der G1169D-Variante (hellgrau) sind signifikant gréRer als
beim WT (schwarz) gezeigt: p<0.001 (***) bei -19,3 mV, -29.3 mV, -39.3 mV, -49.3 mV und -59.3 mV; p<0.05 (*)
bei — 69.3 mV. AUCs der G1169D-Variante fallen mit zunehmender Repolarisation rasch ab, sie unterscheiden
sich ab einem Repolarisationspotential von -79.3 mV nicht mehr signifikant vom WT. Bezliglich der verwendeten
Zellen, Transfektion und Versuchsverfahren gilt das Gleiche wie in vorangegangenen Abbildungen. Samtliche
Werte werden als Mittelwerte + SEM angegeben. Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Frau Dr. N.

Ortner, modifiziert durch F. Dannenberg.

8.4.5 Sensitivitatstestung von Isradipin

Getestet wurde die Sensitivitdt der Cay1.3-Ca?*-Kanile von G1169D-Variante und WT fir
Isradipin, einen Vertreter aus der Gruppe der DHP-Ca*-Antagonisten. Die transfizierten

tsA201-Zellen wurden mit kumulativen Mengen von 30 nM bzw. and 100 nM Isradipin
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umsplilt. Die Stimulation der Zellen erfolgte je fiir 100 ms mit Vmax ausgehend von einem
Haltepotential von -89.3 mV mit einer Frequenz von 0.1 Hz. Die Messung der Strome in dieser
Anordnung erbrachte keine statistisch signifikanten Unterschiede der Stromkurven von
G1169D-Variante und WT. (siehe Abbildung 15, linke Bildseite) Es zeigte sich lediglich eine
nicht signifikante Tendenz in Richtung einer starkeren Hemmung der Ca,1.3-Ca?*-Kanéle der
G1169D-Variante durch Isradipin. (siehe Abbildung 15, rechte Bildseite) Statistisches Testen

erfolgte mittels two-way ANOVA.
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Abbildung 15: Sensitivitat fir Isradipin: Dargestellt wird die Sensitivitat fur Isradipin bei der G1169D-Variante
(hellgrau) und beim WT (schwarz). In der linken Bildhélfte sind Einzelstromkurven (current traces) wahrend einer
100 ms dauernden Stimulation mit Vmax dargestellt, die Strome in pA stellen Einwartsstrome dar. [3] Die
unterschiedlichen Stromkurven reprasentieren Messstrome bei unterschiedlichen Isradipin-Konzentrationen:
Der oberste current trace zeigt keinen relevanten Stromfluss (vollstéandige Blockierung), weder bei WT (schwarz,
obere linke Bildhélfte) noch bei G1169D-Variante (hellgrau, untere linke Bildhalfte); die Isradipin-Konzentration
weist mit 3 uM das 100-fache der Konzentration wahrend der Messung der dargestellten mittleren Stromkurve
(30 nM) auf. [3] Die beiden untersten Kurven zeigen den Kontrollstrom wahrend Vmax ohne Isradipin.

In der rechten Bildhalfte zeigen die linken Sdulen die Hemmung durch eine 30 nM Isradipin-Konzentration
bezogen auf den maximalen Strom ohne Isradipinexposition an; die rechten Sdulen zeigen bei einer hdheren
Isradipin-Konzentration (100 nM) die entsprechend starkere die Hemmung an. [3] Weder bei einer 30 nM
Isradipin-Konzentration noch bei einer 100 nM Isradipin-Konzentration ergeben sich zwischen G1169D-Variante

(hellgrau) und WT (schwarz) signifikante Unterschiede. Samtliche Werte der rechten Bildhalfte werden als
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Mittelwerte £ SEM angegeben. Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Frau Dr. N. Ortner, modifiziert

durch F. Dannenberg.

8.5 Therapie mit Ca?*-Kanalantagonisten

Ein individueller Heilversuch mit Nifedipin wurde aufgrund der bekannten pharmakologischen
Effekte von Nifedipin und der publizierten Effekte von Nifedipin bei der L271H-Variante beim
Indexpatienten initiiert. [52, 127] Der erste individueller Heilversuch des Patienten mit der
G1169D-Variante mit Nifedipin startete in seinem 4. Lebensmonat (initiale Dosis betrug 0.5
mg/ kg KG/ Tag, schrittweise Erh6hung auf 3 mg/ kg KG/ Tagin 2 Einzeldosen pro Tag innerhalb
von 5 Tagen). Die Therapie musste jedoch aufgrund einer ausgepragten arteriellen Hypotonie
mit einer reflektorischen Tachykardie nach 2 Wochen beendet werden.

Ein zweiter Behandlungsversuch beim gleichen Patienten mit Nifedipin in kontinuierlicher
Gabe per nasogastraler Sonde wurde im 22. Lebensmonat des Indexpatienten initiiert. Die
Startdosis betrug 0.015 mg/ kg KG/ Tag. Dieses Mal musste der individuelle Heilversuch bereits
nach 2 Tagen beendet werden, da es gleichzeitig zu einem starken Anstieg der Leberenzyme
kam. Die Transaminasen stiegen auch nach dem sofortigen Ende der Nifedipintherapie noch
weiter an: ein 46-fachen Anstieg der Alanin-Aminotransferase wurde am 5. Tag nach
Beendigung der Nifedipin-Therapie festgestellt. 2 Monate nach der Therapie konnten
samtliche Leberwerte wieder innerhalb der altersentsprechenden Referenzbereiche
gemessen werden. Plasmakonzentrationen der Glutamatdehydrogenase, eines Markers fiir
hepatischen Zellzerfall, und von Bilirubin waren allzeit normwertig.

Retrospektiv, durch erneute Analyse dlterer Laborproben und Einholung von Vorbefunden lief3
sich bestatigen, dass bereits bei Beginn des Heilversuches die Transaminasen deutlich erhéht
gewesen waren und daher die erhohten Leberwerte weniger wahrscheinlich auf die

Nifedipintherapie zuriickzuflihren waren.
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9 Diskussion

9.1 Kurzzusammenfassung der Ergebnisse

Die klinischen und biophysikalischen Studienergebnisse sprechen fiir eine Pathogenitat der
G1169D-Variante im Vergleich zur WT-Variante. [52]

Vor dem Hintergrund der biophysikalischen Ergebnisse aus den Patch-Clamp-Untersuchungen
von G1169D-Variante und WT lasst sich das klinische Bild zweier Kinder, die diese Variante als
sehr wahrscheinlich als Keimbahnmutation aufweisen, genauer verstehen. [52, 224]

Die Ergebnisse aus den Aktivierungs-, Inaktivierungs- und Deaktivierungsbestimmungen
geben Hinweise auf einen Gain-of-Function-Effekt der G1169D-Variante mit ausgepragten
Veranderungen des gatings der entsprechenden Cay1.3-Ca?*-Kanile. Die biophysikalischen
Veranderungen der Cay1.3-Ca%*-Kanal-Aktivierung und -inaktivierung sind die starksten, die
bisher bei einer durch Keimbahnmutation hervorgerufenen dominanten de novo CACNA1D-
Variante beschrieben wurden. [2, 3, 52] Die Untersuchungsergebnisse unterstitzen damit die
primdren Forschungshypothesen (Gain-of-Function, Korrelation Phanotyp/ Genotyp,
Pathogenitat der Variante). (siehe Abschnitt 6.2) Die besonders stark ausgepragten
Veranderungen des gatings der Cay1.3-Ca’*-Kanile der G1169D-Variante stehen mit der
Schwere der Erkrankung des Indexpatienten mit Motorphdnotyp in Beziehung und kénnten
eine Erklarung dafiir sein, dass das Kind mit der LOVD-G1169D-Variante im Mosaik ein
dhnliches aber schwacher ausgepragtes Erkrankungsbild aufweist. [2-4, 52] Auf Grundlage der
Korrelation von Genotyp und Phanotyp sowie aus den pharmakologischen Untersuchungen
im Zellexperiment erfolgten die individuellen Heilversuche mit Nifedipin bzw. wird der
zukunftige individuelle Heilversuch mit Isradipin geplant. [52]

Der Phanotyp dieser neuen CACNAI1D-Variante zeichnet sich durch den andauernden
hochfrequenten Tremor, die epileptische Enzephalopathie mit schwerer globaler
Entwicklungsstorung (DEE; siehe Abschnitt 8.1) sowie der Taubheit und beinahe Blindheit aus.
[2, 3, 52] Bezeichnenderweise ist der Tremor bei der G1169D-Variante so stark ausgepragt,
dass die mit den Indexpatienten schwangere Mutter den Tremor des Kindes bereits wahrend
der Schwangerschaft spirte. Flir den Indexpatienten mit der G1169D-Variante wird eine

sensineuronale Taubheit trotz dem Vorliegen einer dominanten de novo CACNA1D-Mutation
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beschrieben. [52] Im Rahmen der DEE leidet der Indexpatient an taglichen tonischen, teils
zyanotischen, epileptischen Anfallen.

Fir das Kind mit der G1169D-Variante im Mosaik konnten im Gegensatz zum Indexpatienten
aber passend zur Differentialdiagnose PASNA-Syndrom eindeutige Hinweise auf transiente
hyperinsulinamische Hypoglykdmien erbracht werden. [52] Aufgrund phanotypischer
Ubereinstimmungen zwischen dem Kind mit der G1169D-Variante im Mosaik und dem
Indexpatienten ohne Mosaik sowie der Ergebnisse der biophysikalischen Untersuchungen
dieser Studie (siehe entsprechende Abschnitte vom Kapitel 8) wurde die G1169D-Variante im
Falle des Kindes mit Mosaik von den Kollegen*innen in Amsterdam als wahrscheinlich

pathogen gewertet (Klasse 4 des American College of Medical Genetics and Genomics). [225]

9.2 Einordnung, Interpretation und Implikationen der elektrophysiologischen
Ergebnisse

Bisher wurden dominante heterozygote de novo CACNAI1D-Varianten ausschlieBlich als
pathogen gewertet, wenn klare Hinweise auf einen Gain-of-Function-Effekt vorlagen. [2, 51,
52] Die elektrophysiologischen distinkten Merkmale der G1169D-Variante sprechen fiir einen
solchen Gain-of-Function-Effekt der G1169D-Variante auf die Ca,1.3-Ca?*-Kanile: Nicht nur
die gemessenen Veranderungen der Aktivierung, sondern auch die Veranderungen der
Inaktivierung und Deaktivierung der Ca,1.3-Ca’*-Kanile deuten auf einen starken Gain-of-

Function-Effekt der G1169D-Variante hin. [2, 3, 31] (siehe Abbildungen 10-14)
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9.2.1 Gain-of-Function

Wahrend die Cay1.3-Ca?*-Kanile beim WT bei Membranpotentialen zwischen -30 bis -40 mV
aktivieren, o6ffnen die Ca,1.3-Ca?*-Kanile der G1169D-Variante bereits bei Potentialen
zwischen -60 und -70 mV. [226, 227] (siehe Abbildung 10) So kommt es bei der G1169D-
Variante unter bestimmten Voraussetzungen kontinuierlich ab einem Membranpotential von
-70 mV zu einer Offnung bzw. einer Aktivierbarkeit von Cay1.3-Ca?*-Kanilen. [3]

Eine Linksverschiebung der spannungsabhangigen Aktivierungskurve wurde auch fiir andere
dominante de novo CACNAI1D-Varianten beschrieben. [205] Durch das AusmaR der
Linksverschiebung um 35 mV kommt dem biophysikalischen Phanotyp der G1169D-Variante
damit in der Gruppe der CACNA1D-Varianten eine biophysikalisch herausgestellte Position zu.
[3] Die starkere Aktivierbarkeit ist neben dieser Linksverschiebung durch die starkere Steigung
der Kurve der spannungsabhadngigen Aktivierung dargestellt, d.h. im Verhéltnis zum WT
beginnen die Kandle nicht nur bei negativeren Spannungen zu aktivieren, sondern die Fraktion
der aktivierten Kanale steigt auch schneller an. [21]

Im Gegensatz hierzu kénnte die ebenfalls um 35 mV hin zu negativeren Potentialen
verschobene Kurve der spannungsabhangigen Inaktivierung im steady state eher als ein Loss-
of-Function Effekt der G1169D-Variante gedeutet werden. [3] Eine Linksverschiebung dieser
Kurve impliziert, dass im Vergleich zum WT bereits friher, d.h. bei negativeren
Membranpotentialen, die Cay1.3-Ca%*-Kanéle inaktivieren. [228, 229] (siehe Abbildung 10)
Hieraus wirde bei isolierter Betrachtung eine verminderte Ca?*-Leitfahigkeit folgen. [205]
Erst bei Betrachtung der Inaktivierung bezogen auf die Zeit sowie einer Betrachtung der
Inaktivierung im Kontext mit der Aktivierung (window currents) relativiert sich dieser Effekt

auf das gating. [3]

Zwar kommt es bei der G1169D-Variante zu einer Linksverschiebung der
spannungsabhangigen Inaktivierungskurve, jedoch zeigt die Analyse der Inaktivierungskinetik,
dass die Inaktivierung bezogen auf die Zeit bei der G1169D-Variante deutlich verzogert ist. [3]
(siehe Abbildung 11) Insgesamt erhoht sich damit die Wahrscheinlichkeit fiir aktivierte bzw.
aktivierbare Cay1.3-Ca’?*-Kanile bei der G1169D-Variante. [3] Diese Verzégerung der

Inaktivierung ist ein weiteres Indiz fiir einen Gain-of-Function-Effekt. [3]
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Wenn die Verschiebung der Inaktivierung im steady state gemeinsam mit der gleichsinnig
verschobenen Aktivierung betrachtet wird, verdeutlicht sich, dass es als Netto-Effekt zu einer
Steigerung der Leitfahigkeit der Cay1.3-Ca®*-Kanile kommt. [3, 31] Diese gemeinsame
Betrachtung der Aktivierungs- und Inaktivierungskinetik im steady state wird durch die
grafische Darstellung des Hintergrund-Ca%*-Einwértsstroms (window current) veranschaulicht.
[3, 31, 226] Graphisch kénnen window currents als Uberlappung der beiden Graphen der
Kanalaktivierung und der Kanalinaktivierung im steady state verstanden werden; somit kann
die Darstellung in Abbildung 12 als ein Derivat der Kurven aus Abbildung 10 gelesen werden.
[3, 31, 203] In dem definierten Spannungsfenster sind sowohl das Aktivierungstor als auch das

Inaktivierungstor der Cay1.3-Ca?*-Kanile weiterhin fir Ca%*-lonen gedffnet. [230, 231]

Window currents entsprechen den Ca%*-Strémen, die wahrend eines bestimmten
Spannungsfensters als Hintergrund-Ca?*-Einwartsstrom kontinuierlich in die Zelle flieRen.
[226] Dieses Spannungsfester der window currents ist bei der G1169D-Variante signifikant
erweitert, und die Strome innerhalb dieses Spannungsfensters sind signifikant starker. [226]
(siehe Abbildung 12) Die window currents sind demnach die depolarisierenden Nettostrome
in pA wahrend der Plateauphase des Aktionspotentials und setzen sich aus oszillierenden
Einzelstromen zusammen. [203] Normalisiert wurden diese Strome auf die elektrische
Zellkapazitat in pF; window currents gemal} ihrer Darstellung in Abbildung 12 entsprechen
damit Stromdichtekurven. [3, 21]

Zuletzt liefert die Analyse der Deaktivierungskinetik ebenfalls Hinweise auf einen Gain-of-
Function-Effekt der G1169D-Variante: Hierfiir wurden Nachstréme (tail currents) gemessen,
diese tail currents entsprechen den Nachstromen wahrend der Repolarisation, die solange
flieRen bis die Cay1.3-Ca%*-Kanile geschlossen sind. [3, 21] Der Verlauf der Tail-Current-
Stromkurven kann u.a. die Exozytose transmitterfreisetzender und endokrin-aktiver Zellen

beeinflussen. (siehe Abschnitt 8.4.4) [232-236]

Wie in Abbildung 13 dargestellt, haben diese Nachstrome bei der G1169D-Variante einen
deutlich verlangerten Stromkurvenverlauf als beim WT. [3, 21] Mit zunehmender
Depolarisation nehmen die tail currents bei der G1169D-Variante im Vergleich zum WT
Uberproportional zu. [3] Bereits ab einem Membranpotential von ca. -70 mV unterscheiden

sich die AUCs der tail currents signifikant von denen des WTs. [3]
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In Zusammenschau legen die elektrophysiologischen Daten zumindest einen in vitro Gain-of-

Function-Effekt der G1169D-Variante gemaR der Forschungshypothese nahe.

9.2.2 Biophysikalischer Vergleich der dominanten de novo CACNA1D-Varianten,
Ahnlichkeiten zwischen der G1169D-Variante und der F767S-Variante im Besonderen

Hofer et al. unterscheiden in ihrer Publikation von 2020 eine erste Gruppe von CACNA1D-
Varianten, die durch Gain-of-Function allein durch eine reduzierte Inaktivierungskinetik
charakterisiert wurde, von einer zweiten Gruppe mit einer Linksverschiebung des gesamten
gatings (Aktivierung und Inaktivierung im steady state). [31, 60, 61, 237] Die G1169D-Variante
weist eine kombinierte Verdanderung des gatings auf und kann daher eindeutig der zweiten

Gruppe zugeordnet werden. [4, 31, 60, 61, 237-240]

Von allen bisher biophysikalisch charakterisierten und publizierten CACNA1D-Varianten hat
die G1169D-Variante die groBten elektrophysiologischen Gemeinsamkeiten mit der F767S-
Variante aus der Publikation von Toérék et al. von 2022. [3] (Zu den klinischen
Gemeinsamkeiten beider Varianten, insbesondere dem gemeinsamen Motorphanotyp siehe
Kapitel 4.3)

Die F767S-Variante fiihrt zu einer ebenfalls ausgepragten Linksverschiebung der
spannungsabhangigen Aktivierungskurve um 28 mV; diese ist jedoch weniger stark ausgepragt
als die entsprechende Linksverschiebung um 35 mV der G1169D-Variante. [3] (siehe
Abbildung 10) Die Veranderung der Aktivierung der G1169D-Variante ist die bisher starkste
publizierte Verdnderung der Aktivierung von Cay1.3-Ca%*-Kanélen, gleich an zweiter Stelle folgt
die F767S-Variante. [3] Die anderen publizierten de novo CACNA1D-Varianten aktivieren erst
bei deutlich positiveren Membranpotentialen. [3]

Ahnliches gilt fiir die Ergebnisse aus der Bestimmung der Inaktivierung im steady state: Auch
hier weist die F767S-Variante eine Verschiebung der Inaktivierungskurve um 17-23 mV auf.

[3] Eine gleichsinnige aber starkere Verschiebung um 35 mV tritt wie oben gezeigt (siehe
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Kapitel 3.3.2) bei der G1169D-Variante auf. [3] Auch in diesem Fall Ubertrifft damit die
G1169D-Variante mit ihrer Linksverschiebung der Inaktivierung im steady state die Effekte der
F767S-Variante und anderer dominanter de novo Varianten. [3] Im Vergleich zwischen
G1169D-Variante und F767S-Variante sind zudem die Stromkurvenverldufe der window
currents von Interesse, die ausgepragten biophysikalischen Effekte der beiden Varianten auf
den Hintergrund-Ca®*-Einwartsstrom kénnen durch die window currents veranschaulicht
werden. [3] Bei beiden Varianten kommt es zu einer signifikanten Zunahme der window
currents. [3] Damit kommt es bei der G1169D-Variante und die F767S-Variante zu einer
deutlichen Zunahme des intrazelluldren Ca?*-Angebotes bis hin zur potenziellen Ca%*-
Uberladung der Zellen. (siehe unten Kapitel 4.2.4) [3, 241] Bei Membranpotentialen von -40
mV kommt es bei der F767S-Variante zu einem kontinuierlichen Hintergrundeinstrom. [3] Bei
der G1169D-Variante beginnt dieser kontinuierliche Ca?*-Einstrom bereits bei einem
Membranpotential zwischen -70 und -60 mV: Wahrend der Plateauphase der
Aktionspotentiale kommt es damit bei beiden Varianten im Vergleich zum WT sowie der
anderen charakterisierten de novo dominanten Varianten zu einem deutlich erhéhten Ca?*-
Einstrom, wobei dies bei der G1169D-Variante noch einmal deutlich starker ausgepragt ist. [2,
3,228-231]

Bei einer weiteren de novo dominanten CACNA1D-Variante, der V401L-Variante, die ebenfalls
mit einem schwerbetroffenen Phanotyp korreliert wird, ist ebenfalls eine gleichsinnige
Verschiebung der spannungsabhangigen Aktivierung gemessen worden. [3] (siehe Abbildung
1 und Tabellen 5-15 in Kapitel 9.3.7) Jedoch inaktivieren bei der V401L-Variante die Kandle
rasch, und die Stromdichte in pA/pF nimmt entsprechend schnell ab. [3] Beide Varianten mit
Motorphanotyp unterscheiden sich also vor allem neben der starken Linksverschiebung der
Aktivierung durch den konstanten Hintergrund-Ca?*-Einwartsstrom wahrend eines breiten

Spannungsfensters und der verzégerten Inaktivierungskinetik von der V401L-Variante. [3]

Bei F767S-Variante und G1169D-Variante kommt es zudem zu einer deutlichen Verzogerung
der Kanaldeaktivierung. [3] Die Kanaldeaktivierung ist bei beiden Varianten wahrend der
Repolarisierungsphase spannungsabhangig verzogert. (siehe Abbildungen 13 und 14). Diese
Veranderungen der Deaktivierung beider Varianten lassen sich ebenfalls gut im Sinne des

Gain-of-Function-Effektes interpretieren [3]
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9.2.3 Topographische und funktionale Aspekte der G1169D-Variante

Fir das Verstandnis des Einflusses der G1169D-Variante auf die biophysikalischen
Eigenschaften der Cay1.3-Ca?*-Kanile ist die Kenntnis der rdumlichen Proteinstruktur des
Cay1.3-Ca?*-Kanals hilfreich. [2] (siehe Abbildung 1)

Die lonenkanalpore der al-D-Untereinheit wird aus den homologen Helices 5 und 6 aller 4
repeats gebildet, die G1169D-Variante, die das Ende von Helix 6 von repeat Ill verandert, fihrt
damit zu einer direkten Strukturdnderung der intrazelluliren Offnung der lonenkanalpore. [2,
52]

Die beiden Indexpatienten der vorliegenden Publikation sind nach aktuellem Wissensstand
die ersten Falle bei denen eine de novo dominante Keimbahnmutation zu einer Veranderung
in repeat Ill fUhrt. [2, 3, 52] Fur andere de novo dominante Varianten sind an homologen
Positionen von repeat | und Il mehrere pathogene Mutationen publiziert. [2, 3, 31] Diese
Varianten die repeat | und Il betreffen, fiihren zu Verdanderungen hochkonservierter
Aminosauren der lonenkanalpore oder benachbarter Strukturen der al-D-Untereinheit. [2, 3,
31]

Somit ist die durch die G1169D-Variante veradnderte Region, trotz ihrer erstmals
beschriebenen Positionen in repeat lll, aufgrund dieser topographischen Homologie gut
vereinbar mit den bisher publizierten pathogenen Varianten. [3, 136, 139]

Wie in Abbildung 1 ersichtlich, befindet sich die G1169D-Variante zwischen der
transmembrandsen S6-Helix und der regulatorischen zytoplasmatischen Schleife die repeat Il
mit repeat IV verbindet (DIII-DIV-Linker-Region). [139] Diese regulatorische zytoplasmatische
Schleife beeinflusst das gating der Kanalpore, welche von aus den S5- und S6-Helices gebildet
wird. [136, 139] Es ist moglich, dass der Austausch der unpolaren Aminosaure Glycin durch die
bei physiologischen pH-Werten negativ geladenen Aminosdure Asparaginsaure einen Effekt
auf die regulatorische Funktion dieser Schleife haben kénnte. [136, 139]

Zwar gibt es bisher keine publizierten pathogenen dominanten Keimbahnmutationen in
direkter Umgebung zur G1169D-Variante. [3] Jedoch impliziert das gehdufte Auftreten von
somatischen Varianten von aldosteronproduzierenden Tumoren in direkter raumlicher Nahe
zu der G1169D-Variante die Wertung der betroffenen Region von repeat Ill am Ende der S6-
Helix als potenzielle vulnerable Region (Hot-Spot-Region) fiir pathogene Mutationen. [2, 242]

(siehe Abbildung 1)
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Die durch die G1169D-Mutation veranderte Aminosadure Glycin (G) an Position 1169 ist eine
phylogenetisch hoch konservierte Aminosaure. [2, 243] Auch die direkte Umgebung dieser
Position ist teilweise hochkonserviert. [243] Die Aminosdure Glycin findet sich
interessanterweise selbst bei spannungsabhangigen Na*-Kanalen (Nay). [243, 244] Hier findet
sich der Glycin-Rest ebenfalls an homologer Stelle zwischen S6-Domane und DIII-DIV-Linker-
Region bei folgenden spannungsabhdngigen Na*-Kanalen (Nay): Nay1.1-Kanal (SCN1A-Gen),
Nay1.2-Kanal (SCN2A-Gen), Nay1.3-Kanal (SCN3A-Gen), Nayl1.4-Kanal (SCN4A-Gen), Nay1.5-
Kanal (SCN5A-Gen), Nayl.6-Kanal (SCN8A-Gen), Nayl.7-Kanal (SCN9A-Gen), Na,1.8-Kanal
(SCN10A-Gen) und Nayl1.9-Kanal (SCN12A-Gen). [243, 244] Der Glycin-Rest findet sich
ebenfalls an homologer Stelle im Bereich des Ubergangs von S6-Helix und DIII-DIV-Linker-
Region bei den folgenden spannungsabhingigen Ca%*-Kanéilen: Cay1.1-Ca%*-Kanal (CACNA1S-
Gen), Cay1.2-Ca?*-Kanal (CACNA1C-Gen). [243] Zudem finden sich homologe Glycin-Reste der
S6-Helix beim Ca,3.1-Ca%*-Kanal (CACNA1G-Gen) und beim Ca,3.2-Ca%*-Kanal (CACNA1H-Gen),
hier jedoch etwas proximaler gelegen. [243] Die Konserviertheit des Glycin-Restes selbst in
unterschiedlichen spannungsabhangigen selektiven Kationenkandlen unterstreicht die
topologische und funktionale Relevanz dieser Region und liefert ein weiteres Argument fir

eine Korrelation von Phanotyp und Genotyp und damit fiir die Pathogenitat der Variante. [52]

9.2.4 Ca®-Uberladung (Ca?*-Overload)

Die ausgepragten Veranderungen des gatings fiihren zu einer starken Zunahme des
Hintergrund- Ca?*-Einstroms (window currents) in die Zellen. [2, 3, 31] Verstarkt wird dies
durch Aktivierung der Kandle im Bereich des Ruhemembranpotentials sowie durch die
deutlich verzogerte Kanaldeaktivierung. [2, 3] Es kommt zu einem beinahe kontinuierlichen
Ca?*-Einstrom und damit einer starken Zunahme der intrazelluliren Ca?*-Konzentration;
physiologische Phasen von minimalem CaZ*-Einstrom, die fir die Regulation diverser
Zellfunktion zentral sind, werden maximal verkirzt. [2, 3] Da Ca?" in dauerhaft erhdhter

intrazellularer Konzentration nicht mehr die Funktion als zentraler Informationstrager bzw.
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second messenger erfiillen kann, resultiert hieraus eine Beeintrachtigung vielzahliger
Zellfunktionen und grolRRer Teile des Zellstoffwechsels. [11, 12]

Dieser Zustand einer zelluldren Dysfunktion aufgrund eines Uberangebotes an intrazellulirem
Ca?*, wird Ca?*-Uberladung (Ca?*-Overload) genannt. [2, 3, 245] Vor diesem Hintergrund kann
der komplexe Phanotyp der G1169D-Variante besser verstanden werden. [65] Diese erhdhte
Ca%*-Verfugbarkeit kann potenzielle zytotoxische und gewebeschidigende Effekte
verursachen. [3, 246] Des Weiteren gibt es Untersuchungen, die die Auswirkungen einer
gestorten bzw. erhdhten Ca?*-Konzentration auf die Gentranskription untersucht haben. [16]
Cay1.3-Ca?*-Kanale steuern in Neuronen nicht nur die zelluldre Erregbarkeit, sie strukturieren
Uber das Zytoskelett auch die Morphologie z.B. von dendritischen Konfigurationen, so
konnten die Veranderungen des gatings nicht nur die Struktur und Funktion einzelner Zellen,
sondern ganzer Zellnetzwerke bedingen. [11, 12] Alle diese Folgen einer gestdrten Ca?* -
SignallUbertragung sind potenzielle Ursachen fiir den Phanotyp des Indexpatienten. [52] Nur
zukiunftige Untersuchungen konnen die exzitatorischen, morphologischen, exozytotischen,
zytotoxischen, transkriptorischen Dysfunktionen hinreichend erarbeiten, die den Symptomen

der beiden Kinder mit der G1169D-Variante potentiell zugrunde liegen. [2, 3, 16, 52]

9.2.5 Die pathophysiologischen Auswirkungen der G1169D-Variante auf Schrittmacherzellen

Die oszillierenden Membranpotentiale von Schrittmacherzellen, welche zentrale Rollen in
neuronalen und endokrinen Funktionskreisen spielen, werden haufig durch Cay1.3-Ca?*-
Kanilen bestimmt; Cay1.3-Ca%*-Kanéle sind in bestimmten Schrittmacherzellen besonders
stark exprimiert, diese Schrittmacherzellen steuern wichtige Funktionen im zentralen
Nervensystem und in endokrinen Geweben. [245, 247] Cay1.3-Ca%*-Kanéile und andere L-Typ-
Ca%*-Kanile werden beispielsweise als wesentliche Voraussetzung fiir die Funktion
dopaminerger Schrittmacherneurone im ZNS angesehen. [248-251]

Das veridnderte gating der Cay1.3-Ca?*-Kanile der G1169D-Variante kénnte durch Stdrungen
dieser Schrittmacherzellen daher zu weitreichenden neurologischen und endokrinen

Storungen fihren. [136] Stérungen der Ca?*-Kanal-Funktion haben insbesondere
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Auswirkungen auf Schrittmacherzellen, da deren Funktionsweisen besonders feinjustierte
Spannungsverhaltnisse und eine genaue Orchestrierung der zeitlichen Stromverlaufe
zugrunde liegen; diese Zellen weisen damit eine erh6hte Empfindlichkeit fir Stérungen auf.
[245] In Schrittmacherzellen ist die Ca?*-Leitfahigkeit stark an die besondere Spannungskinetik
dieser Zellen gebunden. [100] Veridnderungen des gatings der Cay1.3-Ca?*-Kanile in
Schrittmacherzellen kénnen damit ausgesprochenen Effekte auf die Membranpotentiale und
Strome in diesen Zellen haben, sowie deren Entladungsrhythmen haben und die allgemeine
Schrittmacherfunktion beeintrachtigen. [100] Kleinere Anderungen der Spannungen oder der
Ca?*-Kanalkinetik  fihren bereits zu relevanten Anderungen der globalen
Schrittmacheraktivitdt und der Regulierung des Rhythmus von Salvenentladungen (bursts).
[100] Die Aktivierbarkeit der Cay1.3-Ca?*-Kanile fallt beim WT in den Bereich zwischen -50 bis
-70 mV, hier sind WT-Cay1.3-Ca?*-Kanile noch geschlossen. [2, 3] Die Cay1.3-Ca%*-Kanéle der
G1169D-Variante hingegen sind in diesem Spannungsbereich bereits zu einem relevanten
Prozentsatz aktivierbar bzw. gedffnet; dies kann eine nahezu kontinuierliche Aktivitat von
Schrittmacherzellen zur Folge haben. [252] Diese gesteigerte Aktivierbarkeit von
Schrittmacherzellen in den entsprechenden Geweben wiederum kann zu Stérungen der
Insulinregulation, der Aldosteronregulation oder der Dopaminregulation fihren. [2, 3, 100]
Die starke Zunahme des Hintergrund-Ca%*-Einstroms durch die G1169D-Variante kann diese

Effekte weiter verstarken. [3]

9.3 Einordnung und Interpretation der klinischen Ergebnisse

9.3.1 Ubersicht

Das Kind mit der G1169D-Variante und das Kind mit der G1169D-Variante im Mosaik sind die
ersten beiden publizierten Falle, bei denen eine de novo dominante Variante von repeat Il
(siehe Abbildung 1) zu einem PASNA-Syndrom mit schwerer neurologischer
Entwicklungsstorung, medikamentenresistenter Epilepsie und Beeintrachtigungen multipler

physiologischer Funktions- und Regelkreise fiihrt. [2, 3]
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Beim Indexpatienten mit der G1169D-Variante liegt die Allelfrequenz bei 37 %, damit ist das
Vorliegen eines Mosaiks weniger wahrscheinlich. [253] Die Allelfrequenz liegt jedoch nicht bei
50%, wie das theoretisch fiir eine heterozygote Variante zu erwarten ware, denkbar ware,

dass eine geringere Abdeckung der Variante vorliegt. [254]

Beim Kind mit der G1169D-Variante im Mosaik konnte in 17% der ausgelesenen
Einzelsequenzierungsreaktionen (reads) die G1169D-Variante detektiert werden, d.h. die
Allelfrequenz der pathogenen Variante betrug 17 %.

Dies wurde als Hinweis auf das Vorliegen eines Mosaiks gewertet, a.e. als Folge einer
postzygotisch aufgetretenen sporadischen de novo Mutation. [253, 255] Fiir das Vorliegen
eines Mosaiks beim Kind mit der G1169D-Variante spricht, dass die neurologische
Symptomatik insgesamt weniger stark ausgepragt als beim Indexpatienten: Im Alter von 10
Monaten lagen lediglich eine milde motorische Entwicklungsstérung sowie eine hypotone
Rumpfmuskulatur vor; weder ein ausgepragter Tremor noch eine epileptische
Enzephalopathie wurden beschrieben. [256] Jedoch wurde bei diesem Kind formal kein
Mosaik gezeigt und auch eine potentiell variable Verteilung in unterschiedlichen Geweben

wurde nicht untersucht. [89, 256]

Bisher wurde in der Literatur das PASNA-Syndrom mit heterozygoten de novo dominanten
Varianten des CACNA1D-Gens mit Gain-of-Function in Verbindung gebracht. [2, 3, 12] Auffallig
ist die augenscheinliche Varianz der klinischen Bilder von Patient*innen mit de novo
CACNA1D-Varianten. [2, 3, 12] Die Symptome reichen von Autismus-Spektrum-Erkrankungen
ohne endokrinologische Symptome hin zu Manifestationen bei denen ein primarer
Hyperaldosteronismus mit konsekutiver arterieller Hypertonie und/ oder ein kongenitaler
Hyperinsulinismus mit konsekutiven Hypoglykdmien im Vordergrund stehen. [2, 3, 12, 65]

(siehe Tabellen 5-15 in Kapitel 9.3.7)

Die Ergebnisse aus den genetischen Untersuchungen des Indexpatienten und des Kindes mit
der G1169D -Variante im Mosaik, lassen eine Einordnung zumindest als inkomplettes PASNA-

Syndrom zu. [2-4, 31, 51, 52, 257]
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Der Indexpatient mit der G1169D-Variante und der Patient mit G1169D-Variante im Mosaik
weisen zahlreiche Uberschneidungen mit den klinischen Bildern anderer de novo dominanter
CACNA1D-Varianten auf. Siehe hierzu die Phanotyptabellen in Kapitel 9.3.7 (Tabellen 5-15).
[2-4, 31, 51, 52, 257] Ubereinstimmungen liegen bei neurologischen, endokrinologischen und
sensorischen Symptomen vor. [2-4, 31, 51, 52, 257]

Aus den Tabellen 5-15 in Kapitel 9.3.7 wird ersichtlich, dass der Indexpatient mit der G1169D-
Variante, der Patient mit der G1169D-Variante im Mosaik sowie das Kind mit der F767S-
Variante das Phanotypspektrum der bisher publizierten Menschen mit dominanten de novo
CACNA1D-Varianten insbesondere um einen Motorphdnotyp mit Tremor bzw. jittering
erweitern [2-4, 31, 51, 52, 257] Erstmals wird eine Taubheit bei einem Kind mit einer

heterozygoten dominanten de novo CACNA1D-Variante beschrieben. [2-4, 31, 51, 52, 257]

9.3.2 Developmental and epileptic encephalopathy, DEE

Der Indexpatient mit der G1169D-Variante leidet sowohl an einer medikamentenresistenten
Epilepsie mit epileptischer Enzephalopathie als auch an einer auffdlligen tremorartigen
hyperkinetischen Bewegungsstérung. [2-4, 31, 51, 52]

Erstim 2. Lebensjahr wurde dem Indexpatienten die Diagnose einer genetischen Epilepsie mit
schwerer Entwicklungsstérung und epileptischen Enzephalopathie (Developmental and
epileptic encephalopathy, DEE) gegeben. [89, 258-260] Zu diesem Zeitpunkt wurden beim
Indexpatienten die tonischen Anfdlle, die einer stereotypen Sequenz folgten, eindeutig
diagnostiziert. (siehe Abschnitt 8.1) Gleichzeitig zeigten sich auch erstmals eindeutig
reproduzierbare pathologische EEG-Befunde wie eine pathologisch verlangsamte
Hintergrundaktivitdt im Deltarhythmus, Burst-Suppression-Muster und persistierende ETPs.
(siehe Abbildungen 7 und 8) [89, 258-262] In den ersten beiden Lebensmonaten abgeleitete
EEGs hatten zwar bereits eine Hintergrundaktivitat im Deltabereich ergeben, diese
Hintergrundaktivitdt wurde zunachst als alterstypisch und die EEGs nicht als eindeutig

pathologisch gewertet. [218]
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Mit Diagnosestellung einer DEE wurde zu diesem Zeitpunkt die anfallssupprimierende
Therapie mit Levetiracetam und Clobazam eingeleitet. [263]

Bereits im Alter von 3 Monaten war eine erste anfallssupprimierende Therapie mit
Levetiracetam flir 8 Wochen erfolgt, da zu diesem Zeitpunkt die Apnoeepisoden als mogliches
Aquivalent tonischer Anfille gewertet wurden. [264-266] Das rasche Ende der Medikation
erfolgte, da diese keinen Effekt auf Frequenz der Apnoeepisoden hatte und die Apnoe bei
wiederholt unauffilligen EEGs als am ehesten nicht epileptogen gewertet wurde; auch die
oszillierende rhythmische biphasische Bewegungsstérung wurde zu dem Zeitpunkt nicht als
epileptogen im Sinne myoklonischer Anfille gewertet, sondern als Tremor. [266-268] (siehe
Abschnitt 9.3.3).

Auch bei anderen Formen von DEEs, wie beispielsweise dem Dravet-Syndrom im Unterschied
zu frihkindlichen Formen der SCN1A-DEE und weiteren kindlichen Epilepsiesyndromen wie
dem Doose-Syndrom zeigen die betroffenen Kinder einen dhnlichen Erkrankungsverlauf und
—beginn wie der Indexpatient. [89, 258-260] Bei diesen Syndromen kommt es haufig erst im
2. Lebensjahr zu ersten Anfallen und der Diagnosestellung. [89] Die Burst-Suppression-EEG-
Muster, ETPs und pathologische EEG-Hintergrundaktivitat, die beim Indexpatienten abgeleitet
wurden, konnen haufig bei Kindern mit Dravet-Syndrom und verwandten SCN1A-DEEs oder
anderen DEEs detektiert werden. [89, 260] Allerdings traten beim Indexpatienten keine der
fiir das Dravet-Syndrom oder fiir die friihkindlichen SCN1A-DEEs typischen fieberassoziierten
epileptischen Anfalle auf. [89, 260] Bisher sind auch keine anderen Calciumkanalmutationen
beschrieben, die zu einem Dravet-Syndrom fiihren; dieses wird zum Utberwiegenden Anteil
durch Mutationen des SCN1A-Gens ausgelost. [89] Fir das Dravet-Syndrom wurde neben der
genetischen Epilepsie, der epileptischen Enzephalopathie mit Entwicklungsstorung ein
charakteristischer Motorphanotyp beschrieben. [89] Neben einer Spastizitat, fihrt eine Ataxie
zu Stoérungen der Bewegungen und es kommt teilweise zu einem auffallig gebiickten Gangbild
(crouch gait) bei Patienten mit Dravet-Syndrom. [89, 269] Beim Doose-Syndrom kommt es zu
Myoklonien, die ebenfalls als Storung der Bewegung aufgefasst werden konnen.
[270]Atonische Anfille, wie sie typisch fiir das Doose-Syndrom sind, konnten aufgrund der
schweren motorischen Entwicklungsstérung beim Indexpatienten nicht sicher ausgeschlossen
werden; eindeutige klinische Hinweise darauf ergaben sich jedoch nicht. [89, 97, 270]

Eine rhythmisch oszillierende biphasische Bewegungsstorung, die neonatal bzw. intrauterin

aufgetretenen ist und beim Indexpatienten als Tremor klassifiziert wurde, konnte bisher
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weder mit dem Dravet-Syndrom noch dem Doose-Syndrom noch anderen Formen der DEE in
Zusammenhang gebracht werden. [67, 69, 89, 97, 260, 271] Im Verlauf der Erkrankung,
insbesondere nach der SARS-CoV-2-infektion im 19. Lebensmonat, nahmen arrhythmische
einschieBende Muskelzuckugen zu, diese wurden als kortikale oder subkortikale Myoklonien
gewertet, die der rhythmisch oszillierenden biphasischen Bewegungsstorung aufgelagert
waren. [85] Daraufhin wurde die anfallssupprimierende Medikation um die Substanz
Perampanel erweitert, da diese Substanz einen potentiellen supprimierenden Effekt auf
myoklonische Anfélle hat. [272] Hierunter kam es zunachst zu einer leichten Abnahme der
Anfallsfrequenz, die rhythmisch oszillierende biphasische Bewegungsstorung blieb von der
Perampanelmedikation unbeeinflusst. [72] (Zur Diskussion und Bewertung der
Bewegungsstorung siehe den folgenden Abschnitt 9.3.3)

Sollte retrospektiv die neonatale bzw. intrauterine Bewegungsstorung nicht als Tremor,
sondern als epileptische kortikale Myoklonien gewertet werden, wiirde sich die genetische
Epilepsie des Indexpatienten mit der G1169D-Variante jedoch von der DEE-Untergruppe early
infantile developmental and epileptic encephalopathies (EIDEEs) unterscheiden. [258, 259]
Zwar leiden Kinder mit der Diagnose EIDEE haufig an myoklonischen Anfallen, Burst-
Suppression-Muster zeigten sich beim Indexpatienten jedoch erst deutlich spater, namlich
erst kurz vor dem 2. Geburtstag, als bei Patienten mit EIDEE. [258, 259] Bei diesen Patienten
treten Suppressionsphasen typischerweise bereits in den ersten Lebensmonaten auf. [258,
259]

Im Verlauf nahm beim Indexpatienten mit der G1169D-Variante die Frequenz der tonischen
Anfalle mit stereotyper Sequenz zu; mittels Video-EEG-Ableitungen konnte gezeigt werden,
dass kurz vor solchen Anfdllen eine Zunahme der Frequenz von Burst-Suppression-Phasen
sowie eine Zunahme der Dauer dieser Suppressionsphasen beobachtet werden konnte. [261,
262] Unmittelbar vor den Anfédllen kam es teilweise zu 7-8 Sekunden andauernden
Suppressionsphasen im EEG. [261, 262, 273]

Seit der SARS-CoV-2-Infektion zeigten sich diese Suppressionsphasen bzw. Burst-Suppression-
Phasen zunehmend. (siehe Abbildung 7) [261, 262] In diesem Zeitraum fiel auch zunehmend
eine deutliche Storung des Bewusstseins bzw. der Wachheit des Patienten auf. [273] Wache
Phasen mit geoffneten traten zunehmend seltener auf, und im Verlauf offnete der

Indexpatient flr kurze Phasen von einigen Minuten innerhalb eines Tages die Augen. [274]



92

Die schwere Entwicklungsstorung zeigte sich seit der SARS-CoV-2-Infektion und im weiteren
Verlauf der Erkrankung ebenfalls immer starker. Nach der schweren SARS-CoV-2-Infektion
konnten keine Entwicklungsschritte mehr beobachten werden. (siehe Tabelle 1) [219, 220]
Zunehmenden Entwicklungsstérungen mit Entwicklungsstillstand sind auch unabhangig von
SARS-CoV-2-Infektionen bei anderen DEEs beschrieben. [89, 258-260] Die zunehmende
Entwicklungsstorung, der Verlust von Fahigkeiten sowie der Entwicklungsstillstand des
Indexpatienten kdnnen damit auch eine Folge der genetisch bedingten epileptischen
Enzephalopathie sein. [89, 258-260]

Medikamentenresistente epileptische Enzephalopathien entwickeln sich teilweise im Verlauf
in ein Lennox-Gastaut-Syndrom. [88, 263, 275] Das epileptische Syndrom des Indexpatienten
erfullt die Kriterien des Lennox-Gastaut-Syndroms nicht: Dem typischen Auftreten von
unterschiedlichen Anfallstypen beim Lennox-Gastaut-Syndrom stehen die tonischen Anfille
mit stereotyper Sequenz des Indexpatienten mit der G1169D-Variante gegeniber. [88, 263,
275] Auch die typischen EEG-Auffalligkeiten von Kindern mit Lennox-Gastaut-Syndroms wie
langsame Spike-Wave-Komplexe mit einer Frequenz unter 2.5 Hz, paroxysmale Episoden einer
schnellen Aktivitat im Schlaf (10 -20 Hz) lieRen sich bisher nicht reproduzierbar in EEGs des
Indexpatienten  ableiten, hier dominieren die Burst-Suppression-Phasen  bzw.

Suppressionsphasen sowie die oben genannten ETPs. (siehe Abbildung 7) [88, 263, 275]

9.3.3 Tremor oder Myoklonie bei einem Patienten mit DEE

Beim klinischen Vergleich der betroffenen Kinder mit G1169D-Variante, der G1169D-Variante
im Mosaik und der F767S-Variante zeigte sich in allen 3 Fallen ein Motorphdnotyp mit
generalisierter hochfrequenter rhythmisch oszillierender Bewegungsstérung am ehesten im
Sinne eines Tremors oder jitterings; der Motorphinotyp hat klinisch auch Ahnlichkeiten zu
Myoklonien. [3, 85, 267] Die auffillige hyperkinetische Bewegungsstorung des Indexpatienten
mit der G1169D-Variante wurde aufgrund der neben der oszillierenden Rhythmizitat
auftretenden biphasischen Bewegungsausschlage am ehesten als Tremor gewertet; diese

Eigenschaften sind in der Literatur wesentliche Charakteristika von Tremores. [267, 276]
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Hervorzuheben ist, dass beim Kind mit der G1169D-Variante bereits im 3. Trimenon
intrauterin diese Bewegungsstorung auffiel; der Motorphanotyp bestimmte bei diesem Kind
das klinische Bild also von Anfang an in besonderem Mafie. [3] Zundchst wurde die
Bewegungsstorung des Fetus auf die Sertralintherapie zurtickgefiihrt, welche die Mutter
wahrend des 3. Trimenons wegen einer Schwangerschaftsdepression erhielt. [277] Jedoch
zeigten sich postnatal keine relevanten Sertralin-Plasmaspiegel, die Sertralintherapie war
bereits vor Geburt des Kindes beendet worden.

Da diese Bewegungsstorung direkt nach der Geburt das klinische Bild bestimmte, erhielt der
Indexpatient noch in den ersten Lebenstagen die Diagnose eines Tremors.

Die tremorartige Bewegungsstérung des Indexpatienten zeigte sich postnatal so stark
ausgepragt, dass die vorliegende Atemstorung mit dysfunktionalem Atemmuster von den
neonatologischen Behandler*innen auf einen Tremor des Zwerchfells zuriickgefiihrt wurde.
[268] Auch die Dysphagie kdonnte durch einen Tremor des weichen Gaumens bzw. der
Schluckmuskulatur bedingt sein, allerdings waren auch Myoklonien mit einem gleichen Effekt
denkbar. [267] Das Kind wurde noch mit 37 Lebensmonaten ausschlieBlich Uber eine
nasogastrale Sonde erndhrt. Die Schluckstorung wurde bereits im ersten Lebensmonat
offenbar, jedoch konnte dem Kind fiir eine gewisse Zeit lang ein Teil der Muttermilch bzw.
Flissignahrung mittels eines Flaschchens gegeben werden; die Dysphagie verstarkte sich
insbesondere nach der SARS-CoV-2-Infektion mit 19 Monaten so sehr, dass keine orale
Erndhrung mehr moglich war. Neben einem Tremor konnte die Dysphagie durch eine
mutationsbedingte Stérung des dopaminergen Systems sowie der striatalen Regelkreise der
Schluckmotorik bzw. der Atem-Saug-Schluckkoordination bedingt sein; solche Stérungen
konnen beispielsweise beim Morbus Parkinson oder bei Dystonien unabhangig von einem
Tremor auftreten. [278-280] Allerdings kommt auch die epileptische Enzephalopathie im
Rahmen der DEE des Kindes mit der G1169D-Variante als eine weitere zentralnervose Ursache

der Schluckstérung in Frage. [281, 282]

Die Tatsache, dass neben dem Indexpatienten auch das Kind mit dem G1169D-Variante im
Mosaik unter einer, wenn auch weniger stark ausgepragten, hyperkinetischen tremorartigen
Bewegungsstorung litt, spricht flr eine genetische Ursache der Bewegungsstorung. Dies wird
weiter durch die biophysikalische Charakterisierung der F767S-Variante durch Tordok et al.

gestiitzt: denn diese Variante mit groRRer biophysikalischen Ahnlichkeit weist einen dhnlichen
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motorischen Phanotyp auf. [3] (siehe Kapitel 4.2) Der auffillige motorische Phanotyp des
Kindes mit der F767S-Variante wurde zwar nicht als Tremor klassifiziert, jedoch als jittering
und damit ebenfalls als eine Bewegungsstorung mit rhythmisch oszillierender Erscheinung. [3]
Beim Indexpatienten mit G1169D-Variante fielen interessanterweise erhohte L-Dopa Werte
im Liquor bei einer Messung im 1. Lebensmonat auf. [100, 117] L-Dopa-Bestimmungen im
Liquor beim Kind mit der G1169D-Variante im Mosaik oder dem Kind mit der F767S-Variante
konnten fir die Priifung der Hypothese einer dopaminergen Dysfunktion von Interesse sein,
eine entsprechende Diagnostik ist jedoch bisher nicht erfolgt. [100, 117]

Potenziell konnte die durch mutierte Cay1.3-Ca?*-Kanile gestdrte Schrittmacherfunktion
mesenzephaler dopaminergen Neuronen zu einem Tremor des Kindes mit der G1169D-
Variante fuhren. [245] (siehe Kapitel 4.2.5) Diese Neurone sind durch eine feinregulierte
Oszillation des Membranpotentials gekennzeichnet, die Funktion wird durch Ca,1.3-Ca?*-
Kanalen ermdglicht. [151, 214, 283]

In der Literatur beschrieben sind Tremores bei Patienten, die Trager pathogener CACNA1C-
Mutationen sind. [284-286] Im Gegensatz zum CACNA1D-Gen kodiert das das CACNA1C-Gen
flir Cavl.2-Kandle, diese teilen sich jedoch einige biophysikalischen Eigenschaften und
Funktionen mit Ca,1.3-Ca%*-Kanalen. Ca,1.2-Kanile sind ebenfalls im dopaminergen System
exprimiert. [99, 287, 288]

Zur Zuordnung der BewegungsentdauBBerungen des Indexpatienten ist eine Differenzierung
eines Tremors von Myoklonien, die u.a. epileptisch bedingt sein kdnnen, notig. [86, 267, 289,
290]

Wiederholte EEG-Ableitungen in den ersten 2 Lebensmonaten ergaben zundchst keine
eindeutigen Hinweise auf epilepsietypische Potentiale wie Spike-Wave- oder Poly-Spike-
Wave-Konfigurationen, eine regionale Hirnfunktionsstérung und insbesondere keine
Hinweise auf kortikale Myoklonien oder epileptische Anfélle simultan zum Tremor. [3, 85, 266,
267] Auch wahrend Episoden mit verstiarktem Tremor ergab sich kein eindeutiges
elektroenzephalographisches Korrelat. [3, 85, 266, 267] Daher wurde wahrend der ersten 2
Lebensmonate eine epileptische Genese des Tremors im Sinne kortikaler Myoklonien oder
epileptischer Anfalle fiir weniger wahrscheinlich gehalten. [3, 85, 266, 267]

Im Verlauf wiesen EEG-Ableitungen des Indexpatienten epilepsietypische Potentiale (ETP) im
Sinne von sharp waves auf. (siehe Abbildung 7 und 8) Diese sharp waves traten mit einer

Frequenz von 1 — 1.5 Hz auf und damit deutlich langsamer als die Frequenz des Tremors, die
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8-12 Hz betrug. (siehe Abbildung 9) Insgesamt konnte kein reproduzierbares klinisches
Korrelat der sharp waves im Video-EEG z.B. im Sinne simultaner Bewegungen bzw.
Myoklonien detektiert werden, die rhythmisch oszillierenden Ausschlage des Tremors traten
unabhangig von der EEG-Aktivitat auf. [266, 291] Dies spricht eher gegen kortikale Myoklonien
als Ursache der Bewegungsstorung, da bei diesen haufig eine zeitliche Korrelation von
gesteigerter EEG-Aktivitat und plotzlicher pathologischer Bewegung moglich ist. [272, 292,
293] Allerdings wurde keine weiterfiihrende Diagnostik wie zusatzliche EMG-Untersuchungen
oder die Technik des jerk-locked back-averaging durchgefiihrt. (siehe Abschnitt 9.5) [85, 293-
295]

In der Literatur sind Tremor-Myoklonie-Mischformen beschrieben, welche ebenfalls
rhythmisch auftreten: Beispielhaft sei hier der rhythmische kortikale Tremor genannt, der
einen Spezialfall des kortikalen Myoklonus darstellt. [289, 293] Dieser kortikale Tremor wird
teilweise durch Berlihrungen oder sensorische Reize intensiviert, analog der
Bewegungsstorung des Indexpatienten, welche ebenfalls auf diese Weise verstarkt werden
konnte. [289] Auch progressive myoklonische Epilepsien wie beispielsweise die Unverricht-
Lundborg-Erkrankung, konnen neben Myoklonien zu einem Tremor fihren. [91]
Typischerweise wird diese Erkrankung jedoch erst zwischen dem 6 und 16. Lebensjahr
diagnostiziert, unter dem 6. Lebensjahr kommt es typischerweise nicht zu schweren
Entwicklungsstorungen wie beim Indexpatienten. [91] Neben dieser Form sind weitere
Unterformen progressiver myoklonischer Epilepsien bekannt, die zu tremorartigen
hochfrequenten rhythmischen Myoklonien fiihren, beispielweise kommt es bei der durch
SCARB2-Mutation bedingten progressiven Myoklonusepilepsie zu kortikalen Myoklonien mit
einer Frequenz von Uber 12 Hz. [87, 293] Bisher wurde keine Epilepsie mit vorherrschenden
myoklonischen Anfadllen bei CACNA1D-Mutationen beschrieben, auch beziiglich anderer
Calciumkanale gibt es hierzu kaum publizierte Falle. [2-4, 31, 51, 52, 257] Ein einzelner Fall
eines Patienten mit CACNAIA-Mutation und einer frihkindlichen epileptischen
Enzephalopathie mit hochfrequenten myoklonischen Anfillen ist publiziert, bei diesem
Patienten mit CACNA1A-Mutation zeigte sich zusatzlich zu den Myoklonien klinisch wie beim
Indexpatienten mit der G1169D-Variante ein Krankheitsbild mit Ahnlichkeit zu einer
Hyperekplexie; die Myoklonien dieses Patienten mit CACNA1A-Mutation konnten jedoch im
EEG eindeutig mit kortikalen Anfallszeichen korreliert werden. [266] Solch hochfrequente

Myoklonien, wie sie auch bei anderen Formen der progressiven myoklonischen Epilepsie
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auftreten koénnen, sind klinisch nicht eindeutig von der Bewegungsstorung des
Indexpatienten, die klinisch als Tremor klassifiziert wurde, zu unterscheiden. [87, 267, 276,
293]

Subkortikale Strukturen wie Striatum, Substantia nigra oder Kleinhirn kénnen an der
Entstehung eines kortikalen Tremors beteiligt sein und u.a. dessen Rhythmizitat
mitverursachen. [289] Damit ware ein kortikaler Tremor auch aufgrund eines gestorten
gatings von mutierten Cay1.3-Ca?*-Kanilen in subkortikalen Strukturen vorstellbar. [289]
Bisher gibt es jedoch keine Publikation, die elektrophysiologische Veranderungen der Cay1.3-
Ca%*-Kanile als Ursache von kortikalen Tremores untersucht hat. [86, 289, 290]

Im weiteren Verlauf, insbesondere nach der schweren SARS-CoV-2-Infektion am Ende des 2.
Lebensjahres, traten beim Indexpatienten vermehrt arrhythmische monophasische
Zuckungen (jerks) auf, die auf die rhythmische Tremoraktivitat aufgelagert waren. Diese
zusatzlichen arrhythmischen jerks konnten epileptischer Genese sein und im Rahmen der DEE
auftreten, sie konnten durch die erfolgten EEG-Ableitungen jedoch nicht naher zugeordnet
werden, eine weitere Diagnostik mit EMG-Ableitungen oder einem jerk-locked back-averaging
erfolgte nicht. (siehe Abschnitt 9.5) [85, 293-295]

Das CACNA1D-Gen wird auch im Kleinhirn exprimiert, CACNA1D-Mutationen kdnnten so
ebenfalls zerebelldre Funktionskreise schadigen. [98] Storungen des Kleinhirns kdnnen zu
Tremor fihren. [296] Fir andere Ca?*-Kanalerkrankungen ist entsprechend auch ein
Motorphanotyp mit Tremor beschrieben. [284, 297] So sind fiir pathologische Varianten von
Cav2.1-Ca?*-Kanilen, die zur Familie der P/Q-Ca%*-Kanile gehdren und hauptsichlich im
Kleinhirn exprimiert werden, Phanotypen mit Tremores beschrieben. [284-286, 297] Mittels
weiterflihrender funktioneller Bildgebung wie der funktionellen
Magnetresonanztomographie (fMRT), der Positronenemissionstomographie (PET) (z.B. [*8F]F-
DOPA-PET) oder der Single-Photon-Emissionscomputertomographie (SPECT) (z.B. [*23I]FP-B-
CIT-SPECT), kdonnte beim Indexpatienten mit der G1169D-Variante eine Differenzierung
beziglich eines zerebelldren Tremors oder eines Tremors durch Schadigung der Basalganglien

erfolgen. [298]

Aufgrund der hohen Frequenz der motorischen Entduflerungen von bis zu 8-12 Hz ist eine
Unterscheidung nicht nur von Myoklonien, sondern auch von muskuldren Faszikulationen

notig, die ebenfalls spontan auftreten. [299] Faszikulationen kénnten primar vom Muskel
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ausgehen oder ein sekunddres Denervierungsphdnomen sein und durch eine
Motoneuronerkrankung bedingt sein. [299] In der Literatur wird von der Expression von
Cay1.3-Ca?*-Kanilen in Motoneuronen berichtet, aber bisher wurde keine Kanaldysfunktion in
diesem Zusammenhang untersucht. [300] Gegen eine Wertung als Faszikulation spricht jedoch
die Rhythmizitdt sowie die Tatsache, dass beim Indexpatienten der Tremor u.a. alle
Extremitdaten und den Kopf betrifft, er kein lokales Phanomen ist und zu ausgepragten
sichtbaren Bewegungen (Kopfnicken, Zittern der Arme, etc.) beim Indexpatienten fuhrt. [291]
Ein Elektromyographie zur weiteren Differenzierung ist wie bereits berichtet aufgrund der

Invasivitat der Untersuchungsmethode nicht erfolgt (siehe Abschnitt 9.5). [291]

9.3.4 Endokrine Dysfunktion

Wie oben gezeigt kdnnten neben dem motorischen Phanotyp mit Tremor und neben der
schweren Epilepsie auch endokrine Stérungen auf die biophysikalischen Merkmale der
G1169D-Variante und auf das veranderte gating dieser Variante zuriickgefiihrt werden. [2-4]
Neben den schweren neurologischen Stérungen des Indexpatienten wie Tremor und DEE
lassen sich weitere klinischen Symptome auf die bioelektrischen Veranderungen des gatings
der G1169D-Variante zuriickfihren. [3, 4, 12]

In zahlreichen Geweben werden elektrische Informationen durch Ca,1.3 Ca?*-Kanile in Ca?*-
Stréme und Veranderungen der Ca?*-Konzentrationen Ubersetzt, hierdurch kann Ca?* als
second messenger unterschiedliche Zellaktivitaten steuern. [6, 11, 16]

Sekretorische endokrine Zellen aktivieren unter physiologischen Bedingungen bei einem
Membranpotential im Bereich zwischen -40 bis -60 mV, so kommt es ab diesem Potential zum
typischen oszillierenden Aktivierungsprofil. [247, 301] Im Gegensatz hierzu liegt jedoch bei der
G1169D-Variante in dem Bereich zwischen -60 bis -70 mV eine nahezu kontinuierliche
Aktivierung bzw. ein konstanter Ca%*-Einstrom vor: Die Aktivierungsschwelle wurde mit -66.9
mV £ 0.8 bzw. -71.1 mV £ 0.7 in Abhangigkeit vom jeweils verwendeten Haltepotential
deutlich negativer als beim WT bestimmt, und bereits ab einem Membranpotential von -70

mV beginnt der Hintergrund-Ca?*-Einstroms (window current) bei der G1169D-Variante im
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Gegensatz zum WT. (siehe Abbildung 12) Es ist anzunehmen, dass die dadurch verstarkten
Stromflisse und die starke Zunahme der intrazelluldren Ca?*-lonen zu Dysfunktionen der
sekretorischen Zellen fihren. [3, 247] So kdnnte die veranderte Biophysik in den Inselzellen
des Pankreas zu Hyperinsulinismus und in den Zellen der Zona glomerulosa der
Nebennierenrinde zum Hyperaldosteronismus fiihren. [3, 4, 52, 247]

Jedoch lasst sich aus den experimentell detektierten Veranderungen des gatings im Sinne
eines Gain-of-Function nicht automatisch auf eine Funktionsstérung eines bestimmten
endokrinen Gewebes, welches Cay1.3 Ca?*-Kanile exprimiert, schlieRen:

Zusammenfassend ergab die endokrinologische Diagnostik flir den Indexpatienten mit der
G1169D-Variante keine eindeutig pathologischen laborchemischen Befunde: weder aus der
Bestimmung der Plasma-Aldosteronkonzentration oder der Plasma-Reninkonzentration noch
aus der Bestimmung der C-Peptid-Werte im Plasma bzw. im 24-Stunden-Sammelurin noch aus
der Bestimmung der Insulin- und Glukosebestimmungen im Plasma. [2-4]

Allenfalls traten beim Indexpatienten transiente Hypoglykdmien ohne laborchemische
Hinweise auf einen Hyperinsulinismus auf; in der Literatur sind Patient*innen mit der
Diagnose PASNA-Syndrom publiziert, die ausschliefllich unter transienten Formen von
Hyperinsulinismus oder Hyperaldosteronismus litten. [2, 3]

Auch ein Blick auf die Phanotyptabellen (siehe Tabellen 5-15 in Kapitel 9.3.7) zeigt, dass
endokrine Stérungen nur bei einigen der beschriebenen Varianten mit Gain-of-Function
diagnostiziert wurden. [2-4, 31, 51, 52, 257] Ortner et al. haben 2020 daraufhin gewiesen, dass
fir die Diagnose des PASNA-Syndroms endokrine Dysfunktionen als fakultative
Diagnosekriterien gelten, obwohl eine endokrine Stérung fir das PASNA-Syndrom
namensgebend ist. [2]

Fir den Indexpatienten mit der G1169D-Variante wurde daher die Diagnose eines
inkompletten PASNA-Syndroms vergeben. [3, 4, 31, 52]

Das zusatzliche Auftreten transienter Hypoglykdmien beim Kind mit der G1169D-Variante im
Mosaik und beim Kind mit der biophysikalisch dhnlichen F767S-Variante sprechen fiir ein
genetisches Risiko fiir das Auftreten von Hypoglykdamien bei Personen, die eine dieser beiden
Varianten mit starkem Gain-of-Function-Effekt aufweisen. [3]

Auch wenn im weiteren Verlauf beim Kind mit der G1169D-Variante zundchst keine
manifesten Zeichen einer primaren endokrinen Dysfunktion vorlagen, sind endokrinologische

Kontrolluntersuchungen in regelmaRigen Abstdnden bei dieser und CACNA1D-Varianten mit
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vergleichbarem bioelektrischen Profil sinnvoll. [3, 52] Vor allem da Hyperinsulinismus oder
Hyperaldosteronismus intermittierend auftreten kénnen. [2, 3] Als ein weiteres Symptom
beider Kinder konnte das Auftreten einer postnatalen Makrosomie auf einen zumindest
teilweise gestorten intrauterinen Insulin- und Glukosestoffwechsel hinweisen. [302, 303] Eine
ausgewiesene neonatale Makrosomie bestand sowohl beim Indexpatienten mit der G1169D-
Variante (> 98. Perzentile, +2.04 z) als auch beim Kind mit der G1169D-Variante im Mosaik (>
99. Perzentile, +3.22 z). Insulin hat wachstumshormonahnliche Effekte, und ein erhoéhter
Insulinspiegel ist eine bekannte Ursache neonataler und intrauteriner Makrosomien. [304]
Eine atiopathogenetische Zuordnung der Makrosomie beider Kinder ist anhand der
erhobenen Daten jedoch nicht mdglich, da weitere Ursachen der Makrosomie denkbar sind.

[304, 305]

9.3.5 Storungen von Hoéren und Sehen

Der hier publizierte Fall des Kindes mit der G1169D-Variante ist die erste Beschreibung einer
sensineuronalen Taubheit bei einer de novo dominante Mutation im CACNA1D-Gen. [2, 3]
Bisher wurden Horstorungen bei heterozygoten rezessiven Loss-of-Function-Mutationen
beschrieben, beispielsweise beim SANDD-Syndrom (siehe Kapitel 4.3.4). [2, 3, 133, 134] Dies
ist klinisch von besonderer Bedeutung, da beim Indexpatienten auch eine beinahe Blindheit
vorliegt. Vor dem Hintergrund dieser schweren kombinierten sensorischen Einschrankung
entschieden sich die Eltern flr eine Versorgung des Kindes mit beidseitigen Cochlea-
Implantaten.

Wie in Kapitel 1.1 beschrieben, kénnte das veranderte gating durch die hohe Ca,1.3 Ca?*-
Kanal-Dichte in den inneren Haarzellen der Cochlea mit ihren glutamatergen Band-Synapsen
zu Stoérungen der Signalweiterleitung zwischen Haarzellen und Nervus cochlearis fiihren. [45,
133, 134, 136] der Ca?*-Einstrom in die inneren Haarzellen erfolgt zu wesentlichen Teilen tiber
Cay1.3-Ca?*-Kanile. [306] Fir die inneren Haarzellen spielt die Inaktivierungskinetik dieser
Kanédle daher eine wichtige Rolle. [306] Diese Inaktivierungskinetik ist bei der G1169D-

Variante stark verzégert, und bei den entsprechenden Zellen ist von einer erhéhten Fraktion
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aktivierbarer Kanale auszugehen. (siehe Kapitel 3.3.2 bis 3.3.4) Die S6-Helix von Domaéne llI
der al-D-Untereinheit (siehe Abbildung 1), deren intrazelluldres Ende die negativ geladene
Asparaginsaure bei der G1169D-Variante aufweist, bildet neben den homologen S6-Helices
der anderen 3 Domanen eine entscheidende Struktur flr das gating der inneren Haarzellen.
[306] Aufgrund der experimentellen elektrophysiologischen Ergebnisse und der durch die
G1169D-Variante veranderten Struktur der Domane Il ist anzunehmen, dass die Taubheit des

Indexpatienten auf seine CACNA1D-Mutation zurtickgefiihrt werden kann.

Auch fiir die Funktion der Retina sind dahnliche Mechanismen bezliglich der dort exprimierten
Cav1.3-Ca?*-Kanile denkbar. [140, 141] Zudem wurde gezeigt, dass ein vermehrter Ca®*-
Einstrom zu einem Untergang retinaler Photorezeptoren fiihren kénnte. [141] Die Ca?*-
Uberladung retinaler Zellen beim Indexpatienten mit der G1169-Variante kénnte eine weitere

Erklarung fir die schwere Sehstérung dieses Kindes sein.

9.3.6 Storungen der Blasenfunktion und Obstipation mit Stuhlentleerungsstérung

Das Kind mit der G1169D-Variante verfiigt seit dem 19. Lebensmonat Uber keine
Spontanmiktion mehr. Es bendétigt aufgrund einer dysregulierten Blasendetrusoraktivitat die
tagliche anticholinerge Therapie mit Oxybutynin ((0.07 mg/ kg KG/ Tag) und wird alle 3-4
Stunden katheterisiert. [307] Eine modgliche Ursache dieser schweren neurogenen
Blasenstérung des Indexpatienten kdnnte die Stérung nigrostriataler Regelkreise sein, die wie
oben gezeigt, den ausgepragten Tremor bedingen konnte. [308] (siehe Kapitel 4.3.2)
Bezeichnenderweise kann es beim Morbus Parkinson zu dhnlichen Blasenstérungen mit a.e.
zentraler Genese kommen, u.a. aufgrund einer Stérung nigrostriataler Regelkreise. [308]

Ebenfalls konnte der Stuhlentleerungsstérung eine ahnliche Pathophysiologie wie der
Parkinsonerkrankung zugrunde liegen. [308] Fiir den Morbus Parkinson wird zum einen eine
Funktionsstorung dopaminerger Neurone der enterischen Nervenplexus als Ursache fir die
Obstipation und verlangerten Passagezeiten postuliert sowie eine zentralbedingte Storung

der Sphinkterenkontraktion. [308]
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9.3.7 Phanotypische Merkmale von Individuen mit de novo dominanten CACNA1D-Varianten Tabellen 5 —15

Merkmal HPO Varianten
V259A L271H V401L G403D G403D G407R S672L S672L S672L F767S A769G A769T A769T 1770M G1169D | G1169D | T1411M V1482
[2.31] [60] 21 [2.31] [2.31] 2 2 2 [257] 13 [2.31] 21 [2.52] [2.4.31] 2 2
(Zwilling 1) (Zwilling 2) Familiare Indexpat. | Pat. mit
Form Mosaik
Geschlecht m f m f f m m m f f f m
Alter bei Kleinkind | kongen. Kleinkin | 1 Monat kongen. 15 Jahre | 13Jahre | 13 Jahre | 4.Lj.bei | Kongen. 8 Jahre 1 Jahr kongen. kongen. kongen.
Symptombegin d 9
Geburts- 0001787 o P-HELLP o - floppy floppy floppy - REA Hum. fr.
komplikationen
Frihgeburt 0001622 32.wW 36.W -9 - 34.W
Sectio 0011410 + + -9 + + +
Auffallige 0000271 + + + + - 9j +
Gesichtsform
GroR fur GA 0001520 + + -9 + +
(SSW)
Neonatale 0002093 + +
Atemstdrung

Tabelle 5: Schwangerschaft und Geburt/ Erkrankungsalter/ Geschlecht: Darstellung der phdnotypischen Merkmale der Varianten hinsichtlich von Schwangerschaft und Geburt/

Erkrankungsalter/ Geschlecht. Daten entnommen aus: [2-4, 31, 51, 52, 257] Tabelle von F. Dannenberg
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Merkmal HPO Varianten
V259A L271H V401L G403D G403D G407R S672L S672L S672L E767S AT69G A769T AT69T 1770M G1169D | G1169D | T1411M | V1482
[2.31] [60] 2 [2.31] [2.31] 2 2 2 [257] 1l [2.31] 2 [2.52] 2.4.31] 2 2
- ] Indexpat. Pat. mit
(Zwilling 1) (Zwilling 2) Fa’\:rglrlﬁre Mosaik
Entwicklungs- | 001275 + + + - + + + 9j/ 30j/ + > + + + +
verzégerung 8 Vater
Verzogerte 000075 +9j +
Sprachentw. 0
Makrocephalie | 000025 + +
6
Mikrocephalie 000025 + + +
2
Plagiocephalie | 000135 + +
7
CMRT ) ) 041026 + o + - - Vater - + +
Auffalligkeiten 3
Cerebrale 000205 [+]
Atrophie 9
Periventr. 000710 + +
Zysten 9
Periventr. 000697 [+ [+]
Leukomalazie 0
Intrazerebrale 000217
Blutungen 0
Ventrikulo- 000211 + +
megalie 9
Anomalien 000253 o +
Hirnwindung 6
Muskulare 000125 + + + + - + + - + 45
Hypotonie 2
Tremor 000133 + + -
7
Epilepsie 000125 + - + + + - + - + Vater - - + + + - +
0
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Spastische 010002 + - = - = - + +
Lahmung 1
Spastik 000125 4 + o - - - - + 45
7
Ungeschickth 000231 45 45
eit 2
Athetose 000126 +
6
Andere 000125 + jittering + (+) +
Bewegungsst. 7

Tabelle 6: Nervensystem: Darstellung der pathologischen neurologischen bzw. neuropéadiatrischen Phdnotypmerkmale der Varianten. Daten entnommen aus: [2-4, 31, 51, 52,

257] Tabelle von F. Dannenberg.
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Merkmal HPO Varianten
V259A L271H V401L G403D G403D G407R S672L S672L S672L F767S A769G A769T A769T 1770M G1169D | G1169D | T1411M | V1482
[2.31] [60] 2 [2.31] [2.31] 2 2 2 [257] 13 [2.31] 2 [2.52] [2.4.31] 2 2
(Zwilling 1) (Zwilling 2) Familiare Indexpat. Pat'—mlt
Form Mosaik

ASD 002%07 + +) + + + +9j + + + + +
Intellektuelle 01005 dh dh dh - dh + + 9j/ 30j/ + + + +
Beeintrachtig. 43 Vater
Schlafstérung 00023 +9j/ 30j/ + + + +

60 Vater
Auto- 01007 du - 4y + +9j - + NA
aggression 16
Angststdrung 00007 + NA

39
Depression 00007 + + Vater NA

16
Demenz 00007 (+) vater

26
Psychose 00007 + 30j

09
Bipolare 00073 + 30j
Storung 02
Impulsivitat/ 01007 +9j/ 30
Aggressivitat 10
Storung der 00070 +9j
Aufmerksamkeit 18

Tabelle 7: Psychiatrische Beschwerden/ Verhaltensstérungen: Darstellung der psychiatrischen Beschwerden bzw. der Verhaltensstérungen der Varianten. Daten entnommen

aus: [2-4, 31, 51, 52, 257] Tabelle von F. Dannenberg.
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Merkmal HPO Varianten
V259A L271H V401L G403D G403D G407R S672L S672L S672L E767S A769G A769T A769T 1770M G1169D | G1169D | T1411M V1482
2.31] [60] 2 [2.31] [2.31] 2 2 [2 [257) 13 [2.31] 2 2.52] [2.4.31] 2 2
(zwiling 1) | (zwilling 2) Familiare Indexpat. | Pat. mit
Form Mosaik
Neuropathie N.Il | 00011 +
38
Seh- 00005 + + + 45
beeintrachtigun 05
Kortikale 01007 + o
Erblindung 04
Stdrung der 00077 + +
Augenmotilitat 72
Augenbewegst. 00004 +
96
Nystagmus 00006 +
39
Hypermetropie 00005 +
40

Tabelle 8: Beeintrachtigungen des Sehens und der Augen: Darstellung der pathologischen (neuro-)ophthalmologischen Phianotypmerkmale der Varianten. Daten entnommen

aus: [2-4, 31, 51, 52, 257] Tabelle von F. Dannenberg.




106

Merkmal HPO Varianten
V259A L271H V401L G403D G403D G407R S672L S672L S672L F767S A769G A769T A769T 1770M G1169D | G1169D | T1411M | V1482
[2.31] [60] 2 [2.31] [2.31] 2 2 2 [257] 1 [2.31] 2 [2.52] [2.4.31] 2 2
(zwiling 1) | (zwilling2) | Familidre Indexpat. | Pat. mit
Form Mosaik
Sensorineurale | 00004 - 9j + -
Taubheit 07
Cochlea + -
Implantate
Horschadigung | 00003 - 9j + -
65

Tabelle 9: Beeintrachtigungen des Horens: Darstellung der Beeintrachtigungen des Horens der Varianten. Daten entnommen aus: [2-4, 31, 51, 52, 257] Tabelle von F.

Dannenberg.
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Merkmal HPO Varianten
V259A L271H V401L G403D G403D G407R S672L S672L S672L E767S A769G A769T A769T 1770M G1169D | G1169D | T1411M | V1482
[2.31] [60] 2 [2.31] [2.31] 2 2 2 [257] 13 [2.31] 2 [2.52] 2.4.31] 2 2
(Zwilling 1) (Zwilling 2) Familiare Indexpat. Pat. ".m
Form Mosaik
LVH 00017 + + + o
12
RVH 00016 + + o +
67
VSD 00016 + +
29
PFO 00016 + +
55
AV-Block 00127 +
2.Grades 22
Verlangertes 00051 + o
QTc-Intervall 84
Sick sinus 00117 o
Syndrom 04
Bradycardie 00016 + o
62 (prénatal)
Syncope 00012 o
79
Herzstillstand 00016 + Vater
95
Arterieller 00008 + 5 - + Vater + + +
Hochdruck 22
PAH 00048 + = + + +
90
Aorten 00016 +
Insuffizienz 59
KHK 00016 + Vater
7
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Tabelle 10: Kardiovaskuldre Symptome: Darstellung der pathologischen kardiovaskuldaren Phanotypmerkmale der Varianten. Daten entnommen aus: [2-4, 31, 51, 52, 257] Tabelle

von F. Dannenberg.
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Merkmal HPO Varianten
V259A L271H V401L G403D G403D G407R S672L S672L S672L F767S A769G A769T A769T 1770M G1169D | G1169D | T1411M | V1482
[2.31] [60] 2 [2.31] [2.31] 2 2 2 [257) 13 [2.31] 2 2.52] [2.4.31] 2 2
(zwiling 1) | (zwiling2) | Familire Indexpat. | Pat. mit
Form Mosaik
PHA 00117 + + - + - - - - - + + -
36
Erhohter 00008 +) ) + - + +
Aldosteron- 47
Renin-Quotient
Hypoglykamien 00019 + s + +
88
HIH 00008 + - + - - - - - +
25
Hirsutismus 00010
07
Erniedrigtes 00400 +
Renin 84
Diabetes Typ-2 00059 + Vater
78

Tabelle 11: Endokrine Storungen: Darstellung der pathologischen endokrinen Phianotypmerkmale der Varianten. Daten entnommen aus: [2-4, 31, 51, 52, 257] Tabelle von F.

Dannenberg.
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Merkmal HPO Varianten
V259A L271H V401L G403D G403D G407R S672L S672L S672L E767S A769G A769T A769T 1770M G1169D | G1169D | T1411M V1482
[2.31] [60] 2 [2.31] [2.31] 2 2 2 [257] 13 [2.31] 2 [2.52] [2.4.31] 2 2
(zwiling1) | (zwiling2) | Familire Indexpat. | Pat. mit
Form Mosaik
Polyurie 00001 +
03
Nephrogene 00074 +
Odeme 30
Hypokaliamie 00029 +
00
Hyponatriamie 00029 +
02
Neurogene 00000 +
Blase 11
Enuresis 00106 + NA
nocturna 77
Nierenstein 00007 +
87
Maldescensus 00000 + - +
testes 28

Tabelle 12: Stérungen des Wasser- und Elektrolythaushaltes/ Erkrankungen der Nieren und des Urogenitaltraktes: Darstellung der entsprechenden Phdnotypmerkmale der

Varianten. Daten entnommen aus: [2-4, 31, 51, 52, 257] Tabelle von F. Dannenberg.
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Merkmal HPO Varianten
V259A L271H V401L G403D G403D G407R S672L S672L S672L E767S A769G A769T A769T 1770M G1169D | G1169D | T1411M | V1482
[2.31] [60] 21 [2.31] [2.31] 21 2 2 [257] 1 [2.31] 21 [2.52] [2.4.31] 2 2
(Zwilling 1) (Zwilling 2) Familiare Indexpat. | Pat. mit
Boy Mosaik
Gedeihstorung 00015 + +
08
Hepatomegalie 00022 +
40
Erhdhte Leber- 00029 +
enzyme 10
Dysphagie 00020 + +
15
GERD 00020 + + +
20
Polydipsie 00019 +
59
Nabelhernie 00015 aF
37

Tabelle 13: Erkrankungen des Verdauungstraktes: Darstellung der entsprechenden pathologischen Phanotypmerkmale der Varianten. Daten entnommen aus: [2-4, 31, 51, 52,

257] Tabelle von F. Dannenberg.
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68

Merkmal HPO Varianten
V259A L271H V401L G403D G403D G407R S672L S672L S672L E767S A769G A769T A769T 1770M | G1169D | G1169D | T1411M | V1482
[2.31] [60] 21 [2.31] [2.31] 21 2 2 [257] 1l [2.31] 2 [2.52] [2.4.31] 2 2
(Zwilling 1) (Zwilling 2) Familiare Indexpat. Pat. mit
Form Mosaik
Pathologische 00027 + Mangel +
Frakturen 56 Vitamin D
Kielbrust 00007

Tabelle 14: Skelettanomalien: Darstellung der entsprechenden pathologischen Phdnotypmerkmale der Varianten. Daten entnommen aus: [2-4, 31, 51, 52, 257] Tabelle von F.

Dannenberg.
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Medikation DR Varianten
V259A L271H V401L G403D G403D G407R S672L S672L S672L F767S A769G A769T A769T 1770M G1169D | G1169D | T1411M V1482
[2.31] [60] 2 [2.31] [2.31] 2 2 [2 [257) 13 [2.31] 2 [2.52] [2.4.31] 2 2
(zwiling 1) | (zwilling 2) Familidre Indexpat. | Pat. mit
Form Mosaik
Isradipin + +
Keine
Wirkung
Nifedipin + + 4
Amlodipin + + RR
Diazoxid I
(fair HIH)
Hydrokortison I
(fair HIH)

Tabelle 15: Spezifische Medikationen (bzw. targeted therapies): Darstellung der entsprechenden medikamentdsen Behandlungsversuche. Daten entnommen aus: [2-4, 31, 51,

52, 257] Tabelle von F. Dannenberg.
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9.4 Einordnung und Interpretation der biophysikalischen Ergebnisse bezlglich des
Effektes von Isradipin auf die Cay1.3-Ca%*-Kanalfunktion sowie der klinischen
Therapieversuche mit Nifedipin

Die Gruppe der Ca?*-Kanalantagonisten insgesamt entfaltet ihre Wirkung u.a. Giber Bindung
an L-Typ-Ca%*-Kanile. [227, 309, 310] In den biophysikalischen Untersuchungen wurde die
Substanz Isradipin als eines Vertreters der DHP-Ca%*-Kanalantagonisten verwendet, da
Isradipin eine Substanz ist, die im Vergleich zu anderen Wirkstoffen dieser Gruppe eine
suffiziente ZNS-Gangigkeit aufweist. [149] Dies ist von Bedeutung, da die zentralnervisen
Stoérungen das klinische Bild von Patient*innen mit CACNA1D-Mutationen bestimmen. [2, 3]
Obwohl die antihypertensive Wirkung von Isradipin auf der postulierten Inhibition von Ca,1.2-
Ca?*-Kanilen der glatten Muskulatur von Arterien beruht, besitzt Isradipin eine vergleichbare
Affinitat fir Ca,1.3-Ca®*-Kanéle. [214]

Alternativ verfugt Nifedipin Gber eine dhnliche ZNS-Gangigkeit. [148, 149] Andere DHP-Ca?*-
Kanalantagonisten, wie das in der Therapie der arteriellen Hypertonie im Kindesalter
etablierte Amlodipin, haben hingegen eine deutlich schlechtere lokale Bioverfiigbarkeit im
ZNS. [311] Ca?*-Kanalantagonisten anderer pharmakologischer Gruppen wie Verapamil
(pharmakologische Untergruppe der Phenylalkylamine) oder Flunarizin (Gruppe der
Diphenylmethylpiperazin-Derivate), die in der Neuropdadiatrie und der Kinderkardiologie
ebenfalls fur Kinder etabliert sind, haben wiederum eine deutlich eingeschrankte Wirksamkeit
beziglich der Hemmung von Cay1.3-Ca?*-Kanalen. [312, 313] Aufgrund der besseren
Verfligbarkeit klinischer Daten fiir Nifedipin in padiatrischen Kollektiven wurde daher
zundchst diese Substanz fiir die ersten beiden individuellen Heilversuche gewahlt. [153]
Aufgrund der hohen Bioverfligbarkeit im ZNS, und zahlreicher publizierter experimenteller
Daten fur diese Substanz wurde Isradipin als Vertreter der DHP-Ca?*-Kanalantagonisten fur die
pharmakologischen Untersuchungen im Zellmodell gewdhlt. [3, 31, 148, 149]

Die Inhibition von Cay1.3-Ca?*-Kanilen durch DHP-Ca?*-Kanalantagonisten ist von der
jeweiligen Konfiguration des Kanals anhangig, daher koénnen die biophysikalischen
Veranderungen des gatings potenziell einen Einfluss auf die Sensitivitat der G1169D-Variante

fiir Isradipin haben. [3]
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Die Ergebnisse der Patch-Clamp-Untersuchungen dieser Arbeit weisen auf eine erhaltene
Sensitivitat der Cay1.3-Ca?*-Kanilen der G1169D-Variante hin. (siehe Abbildung 15).

Die Sensitivitat der F767S-Variante und anderer de novo dominanter Varianten fir Isradipin
ist spannungsabhangig, Isradipin und andere DHP-Ca%*-Kanalantagonisten haben eine héhere
Affinitdt zu inaktivierten Kanalkonformationen. [3] Die Kanale der F767S-Variante
beispielsweise haben im Vergleich zum WT eine 2-6-fach erhéhte Sensitivitat fur Isradipin. [3]
Im Gegensatz hierzu unterscheidet sich die Sensitivitat der G1169D-Variante nicht signifikant
im Vergleich zum WT. [3] Trotz der starken elektrophysiologischen Ahnlichkeiten des gatings
der G1169D-Variante und der F767S-Variante unterscheiden sich die beiden Varianten

hinsichtlich ihrer Sensitivitat fur Isradipin. [3]

Auch andere de novo dominante Varianten haben teilweise eine héhere Sensitivitat fur
Isradipin als die G1169D-Variante. [2, 3] Ortner et al. haben dies fiir die S652L-Variante und
die V401L-Variante gezeigt. [2, 3]

Aufgrund der erhaltenen Sensitivitat ist Isradipin eine potenzielle Therapieoption fir den
Indexpatienten mit der G1169D-Variante, insbesondere nach den frustranen und frihzeitig
beendeten individuellen Heilversuchen mit Nifedipin. Eine gezielte Isradipintherapie im
Rahmen eines individuellen Heilversuches ware vor dem Hintergrund der deutlich héheren
Sensitivitat auch fir das Kind mit der F767S-Variante denkbar. [3, 244]

Trotz der biophysikalischen Messung im Zellmodell bei denen zur Kanalhemmung Isradipin zur
Verwendung kam, wurden beim Indexpatienten mit der G1169D-Variante zundchst zwei
unabhangige Therapieversuche mit Nifedipin durchgefiihrt. [244] Dies erfolgte nach
ausfiihrliche Abwagung der Nebenwirkungsprofile beider Substanzen; fir Nifedipin liegt zwar
ebenfalls fir Kinder unter 18 Jahren keine Zulassung des Bundesinstituts fiir Arzneimittel und
Medizinprodukte vor, jedoch ist Nifedipin seit Jahrzehnten als antihypertensive
Therapieoption bei Kindern und insbesondere bei nierentransplantierten Kindern etabliert.
[153, 314]

Beide Praparate weisen ahnliche unerwiinschten Arzneimittelwirkungen auf. Jedoch bestehen
Unterschiede in der Pharmakokinetik: Nifedipin kann aufgrund einer rascheren Anflutung
eher zu kurzen sehr ausgepragte Blutdrucksenkungen fiihren. [169] Dies kdnnte beim ersten
Heilversuch mit Nifedipin eine Rolle gespielt haben: Da es nach rascher Aufdosierung von

Nifedipin beim Indexpatienten mit der G1169D-Variante zu einer symptomatischen arteriellen
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Hypotonie mit ausgepragter Reflextachykardie kam, musste der Heilversuch beendet werden.
[169] Daher erhielt der Indexpatient beim zweiten gezielten Therapieversuch mit Nifedipin
eine geringere Dosierung, die deutlich langsamer aufdosiert werden sollte. Zudem erfolgte
eine kontinuierliche Verabreichung der Nifedipindosis Giber eine nasogastrale Sonde mit Hilfe
einer Perfusorspritze mit festgelegter Rate. Jedoch kam es wahrend dieser Therapie zu einer
unklaren sehr deutlichen Leberwerterhhung mit maximalen Werten der AST = 706 U/l (< 71
U/1) und ALT = 1887 U/l (< 41 U/l). Daher musste der zweite individuelle Heilversuch mit
Nifedipin bereits nach 3 Tagen beendet werden. In der Folge kam es zu einem allmahlichen
Abfall der erhohten Werte, erst nach einigen Monaten zeigten sich diese wieder innerhalb der
Referenzwerte. Der Gerinnungswert Quick zeigte sich nur leicht reduziert. Die GLDH sowie die
Bilirubin-Werte wurden zu jeder Zeit normwertig bestimmt.

Es erfolgte eine ausfiihrliche Abklarung der Leberwerterhohungen. Jedoch konnten weder
eine virale noch eine toxische Genese nachgewiesen werden. [315, 316]

Zunichst wurden drei konkurrierende Atiologien der Transaminasenerhdhung diskutiert: Die
Transaminasenerhéhung kénnte Ausdruck einer postinfektiosen Genese nach abgeklungenen
SARS-CoV-2-Infektion gewesen sein. Alternativ konnte es postinterventionell nach
wochenlanger intensivmedizinischen Therapie dazu gekommen sein. Potenziell kénnte auch
eine akute Hepatitis unklarer Atiologie (non A bis E) bei Kindern, welche seit Frithjahr 2022
weltweit gehaduft auftrat, zu den Leberwerterhéhungen gefiihrt haben. [315-317] Da fir alle
3 Moglichkeiten keine eindeutigen Biomarker zur Verfligung standen, war eine endgiiltige
Zuordnung nicht moglich. [315-317] Nach Ende des zweiten Heilversuches erfolgte eine
erneute Prifung entsprechender Vorbefunde und eine Reanalyse alterer Blutproben: Bei
dieser erneuten Analyse zeigte sich, dass bereits bei Beginn des Heilversuches die
Transaminasen erhoht gewesen waren. Die Transaminasen stiegen dann unter der Nifedipin-
Gabe weiter an. Letztendlich wurden die erhéhten Leberwerte aus diesem Grund nicht auf die
Nifedipintherapie zurlickgefiihrt. In der Rlickschau hatte der individuelle Heilversuch zu einem

anderen Zeitpunkt durchgefiihrt werden sollen.

Vor einem zukiinftigen individuellen Heilversuch mit Isradipin sind vor diesem Hintergrund die
potenziellen Risiken genau zu priifen. Isradipin stammt aus der gleichen Wirkstoffgruppe wie
Nifedipin (Gruppe der DHP-Ca®*-Kanalantagonisten). [46, 148, 149] Auch wenn ein

ursachlicher Zusammenhang von Nifedipintherapie und Transaminasenanstieg beim
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Indexpatient aus den im vorangegangen Abschnitt genannten Griinden wenig wahrscheinlich
ist, konnen Leberzellschadigungen bis hin zum Leberversagen und zur
Transplantationspflichtigkeit sehr seltene unerwiinschte Arzneiwirkungen von Isradipin sein.
[318] Zudem ist zu bedenken, dass Transaminasenerhéhungen ohne begleitende
Leberpathologie eine haufige Nebenwirkung der Isradipin-Therapie darstellen,
Transaminasenerhéhungen traten beispielweise in einer Studie zur Wirksamkeit und
Sicherheit von Isradipin bei ca. 10 % der behandelten Patienten auf, waren jedoch meist
transient.[318, 319] So konnte eine zukinftiger individueller Heilversuch ausschlieBlich unter
einer regelmaRigen und engmaschigen Kontrolle der laborchemischen Leberwerte sowie ggf.
weiterer diagnostischer Mittel wie Lebersonographie erfolgen. Ein verbleibendes Risiko bliebe
bestehen.

Fir die Evaluation des Risikoprofils einer solchen Therapie ware es daher sehr hilfreich, wenn
Isradipin bei anderen de novo dominanten CACNA1D-Varianten therapeutisch eingesetzt
wirde. Die Arbeitsgruppe von Torok et al. hat auf den potenziellen Nutzen einer zukinftigen
Isradipintherapie im Rahmen eines individuellen Heilversuches aufgrund der gesteigerten

Sensitivitat fur das Kind mit der F767S-Variante hingewiesen. [3]

9.5 Grenzen dieser Forschungsarbeit und Ausblick

Inwiefern die Position der G1169D-Variante am Ende der S6-Hellix von repeat Il und am
Beginn der DIII-DIV-Linker-Region zur Pathogenitat dieser Variante beitragt, wird durch diese
Arbeit nicht aufgeklart. Die Korrelation von Topographie und der starken Auspragung des
Phanotyps konnte Gegenstand zukilinftiger Untersuchungen werden. [2, 3] Ein
weitergehender Vergleich topographischer und biophysikalischen Merkmale der G1169D-
Variante mit weiteren de novo dominanten CACNA1D-Varianten wird ebenfalls von dieser
Arbeit nicht geleistet. Die Implikationen des Austausches der unpolaren nicht geladenen
Aminosaure Glycin durch die negativ geladenen polare Aminosadure Asparaginsaure in Position
1169 der al-D-Untereinheit kdnnten zukinftig durch eine genauere Differenzierung und

Darstellung der direkten strukturellen und bioelektrischen Umgebung der G1169D-Variante
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erfolgen; auf diese Weise konnten Rickschlisse auf intramolekulare elektrochemische
Auswirkungen der G1169D-Variante herausgearbeitet werden. [3, 320] Potentielle
Auswirkungen der Variante auf das gating und die Wahrscheinlichkeit von
Kanalkonformationen wahrend bestimmter Membranspannungen kdnnten untersucht
werden. [3] Zukiinftig konnten die Daten aus einer solchen Strukturanalyse und aus
elektrophysiologischen  Untersuchungen mit einer kryoelektronenmikroskopischen
Darstellung des Cay1.3-Ca®*-Kanals korreliert werden, um so eine genauere Vorstellung von
den Effekten der G116D-Variante zu gewinnen. [3]

Zuklinftige Untersuchungen von Keimbahnmutationen, die repeat Il betreffen, und dhnliche
biophysikalische Eigenschaften wie die G1169D-Variante haben kénnten, werden zeigen, ob
auch diese Varianten mit dem PASNA-Phanotyp korreliert werden kdnnen. [2, 4]

Auch die Kartierung somatischer CACNA1D-Mutationen des Ca,1.3-Ca?*-Kanalproteins inkl.
der Mikroumgebung der G1169D-Variante wird stetig fortgesetzt. [3, 52] Biophysikalische
Charakterisierungen all dieser Varianten werden fir die Pathogenitdatsbewertung und die
Phanotyp-Genotyp-Korrelation von CACNA1D-Keimbahnmutationen insgesamt interessant
sein. [3] Anhand zukinftiger Phdanotypbeschreibungen neuer de novo dominanter CACNA1D-
Varianten kénnten die potentiellen neurologischen und endokrinen Auswirkungen weiter
differenziert werden. [3, 4, 31, 52]

Beim Indexpatienten und dem Kind mit der G1169D-Variante im Mosaik kénnten regelmalige
Bestimmungen des arteriellen Blutdrucks, der Aldosteronwerte und C-Peptid-Werte im
Plasma und 24-Stunden-Sammelurin sowie Insulin- und Glucosebestimmungen im Plasma
erfolgen, um Episoden endokriner Dysfunktion rechtzeitig zu detektieren.

Bisher ist keine Veroffentlichung einer korrespondierenden somatischen Mutation an Position
G1169 bekannt, in der unmittelbaren Proteinumgebung der Variante sind jedoch somatische
Mutationen beschrieben. [2] Daher lasst sich die Klinik des Indexpatienten nicht mit
Auswirkungen somatischer Mutationen korrelieren. [2] Klnftig konnte die Detektion einer
somatischen Mutation an Position G1169 beispielsweise bei aldosteronproduzierenden
Adenomen weitere Hinweise auf die endokrine Dysfunktion der G1169D-Variante geben.
Zukiinftige Charakterisierungen von somatischen Mutationen und Keimbahnmutationen in
direkter Umgebung der G1169D-Variante werden gemeinsam dabei behilflich sein, den

klinischen und biophysikalischen Phanotyp der G1169D-Variante genauer einzuordnen. [2, 3]
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Weitere Studien sind notig, um die grofRe Vielfalt an klinischen Symptomen der de novo
CACNA1D-Varianten mit den elektrophysiologischen Befunden dieser Varianten zu
korrelieren. [2, 3, 52]

In unterschiedlichen Geweben liegen verschiedene Splice-Varianten von Cay1.3-Ca%*-Kanilen
vor, die unterschiedliche elektrophysiologische Eigenschaften haben kénnen [3] Torok et al.
haben darauf hingewiesen, dass alternatives splicing auch fir die Funktion der anderen
Untereinheiten des Cay1.3-Ca%*-Kanals relevant ist; bestimmten Verteilungsmuster dieser
Splice-Varianten in verschiedenen Geweben sind beschrieben. [3] So kann eine CACNA1D-
Variante aufgrund unterschiedlicher Zusammensetzungen von Splice-Varianten der
Untereinheiten zu einem unterschiedlichen gating in verschiedenen Geweben fiihren. [3]
Dieses komplexe Interaktionsmuster wurde bei der Korrelation von Genotyp und Phanotyp im

Rahmen dieser Arbeit nicht beriicksichtigt. [3, 52]

Um den Tremor der G1169D-Variante weiter aufzuklaren, waren Knock-in-Mausmodelle als
nachster Schritt fir die Untersuchung des charakteristischen Motorphanotyps einsetzbar; es
konnte untersucht werden, ob ein Tremor bzw. ein jittering in einem solchen Mausmodell
auftreten. [3, 52]

Die Abgrenzung eines Tremors von Myoklonien erfolgte im Rahmen dieser Arbeit
ausschlieRlich klinisch sowie durch Analyse von Video-EEGs (siehe Abbildungen 7 bis 9). [85,
87] Die in der Erwachsenenneurologie etablierten Messmethoden wie die Mehrkanal-EEG-
EMG-Korrelation, die Mittelung des EEGs in Relation zu im EMG aufgezeichneten Myoklonien
(jerk-locked back-averaging, JLBA), die Bestimmung pathologischer kortikaler Reflexe mit
hoher Latenz (pathological long-latency reflexes, c-reflex) bei der Ableitung somatosensibler
evozierter Potentiale (SSEPs), die Evaluation der SSEP-Amplituden sowie eine Tremoranalyse
mittels Akzelerometrie standen hierfiir nicht zur Verfiigung. [321-323]

Sollten zukiinftige Studien die Klassifizierung der Bewegungsstérung als Tremor bestatigen,
kénnte die Rolle der Cay1.3-Ca%*-Kanéile bei der Tremorentstehung weiter aufgeklart werden.
Eventuell kdnnte die G1169D-Variante damit sogar von allgemeinem Interesse fiir die Tremor-
und Parkinsonforschung sein. [52, 100] Bisher sind keine erweiterten bildgebenden
Diagnostikmethoden aus der Parkinsondiagnostik wie die funktionelle
Magnetresonanztomographie (FMRT), die Positronenemissionstomographie (PET) oder die

Single-Photon-Emissionscomputertomographie (SPECT) erfolgt. [298] Auch erfolgte bisher
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keine elektronische Analysen von Bewegungsprofilen. [324] Diese Methoden kdnnten fiir die
weitere klinische Charakterisierung von Patient*innen mit G1169D-Variante oder anderen
dhnlichen CACNA1D-Varianten von Bedeutung sein. [325]

Flr den Indexpatienten stand insgesamt keine EMG zur Verfligung, um kortikale Myoklonien
von einem Tremor zu unterscheiden; auch erfolgte keine Nadelelektroden-EMG um Hinweise
auf myopathische Veranderungen oder muskuldre Faszikulationen zu gewinnen. [87, 326] Bei
Kindern werden Nadelelektroden-EMG Untersuchungen aufgrund der
untersuchungsbedingten Schmerzen vermieden. [327]

Zusammengefasst ist damit eine endgliltige Abgrenzung der als Tremor klassifizierten
Bewegungsstorung, sowohl von Myoklonien als auch von muskuldren Faszikulationen und
anderen Bewegungsstorungen nur eingeschrankt moglich. [322] Auch eine durch die G1169D-
Variante verursachte Dysfunktion der Motoneurone wird im Rahmen dieser Untersuchung
nicht genauer geprift. [299, 300]

Eine genauere Zuordnung und Differenzierung des Motorphdnotyps kann erst im weiteren
klinischen Verlauf und durch biophysikalische Untersuchungen und klinische
Charakterisierungen neuer de novo dominanter CACNA1D-Phanotypen erfolgen. [52]

Durch die zunehmende Verwendung von Next-Generation-Sequencing-Methoden kdnnten
zukiinftig sporadische de novo dominanten CACNA1D-Varianten vermehrt detektiert werden.
[328] So wird sich mit der Zeit das Bild iber die Funktion und Stérungen des Cay1.3-Ca?*-Kanals
weiter differenzieren. [3]

Wie oben gezeigt, ist bisher bei keiner anderen de novo dominanten CACNA1D-Variante eine
Horstorung beschrieben worden. Im weiteren Verlauf kénnten Hortestungen auch beim Kind
mit der G1169D-Variante im Mosaik und dem Kind mit der biophysikalisch verwandten F767S-
Variante durchgefihrt werden, so kdnnte untersucht werden, ob auch bei diesen beiden
Kindern mit dominanten de novo Mutationen Horstérungen auftreten. [2, 3, 52]

In dieser Studie erfolgte eine biophysikalische Evaluation von Isradipin als Vertreter der
Wirkstoffgruppe der Ca?*-Kanalantagonisten. Hierbei zeigte sich eine lediglich nicht
signifikante Tendenz zu einer erh6hten Sensitivitat der G1169D-Variante fur Isradipin. Weitere
alternative Ca?*-Kanalantagonisten oder pharmakologische Ca%-Modulatoren wurden im
Rahmen dieser Studie nicht geprift. Zuklnftig kdnnten auch neuartige Substanzen, welche

die Signaltransduktion der Cay1.3-Ca?*-Kanile beeinflussen, von Bedeutung sein. [329]
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Eine biophysikalische Charakterisierung dieser alternativen Wirkstoffe kénnte im Falle eines
Nichtansprechens des Kindes mit der G1169D-Variante auf Isradipin von Bedeutung sein.

Die klinische Anwendung von Isradipin beim Kind mit der G1169D-Variante steht noch aus.
Dies konnte im Rahmen eines individuellen Heilversuchs zukiinftig erfolgen. Die bisher beim
Patienten erfolglos verwendete Substanz Nifedipin wurde in der biophysikalischen

Charakterisierung nicht untersucht. Dies stellt eine weitere Einschrankung dieser Studie dar.

Bei den beiden bisher erfolgten individuellen Heilversuchen wurde nicht-retardiertes
Nifedipin verwendet. Die Applikation mittels kontinuierlicher Verabreichung Uber eine
nasogastrale Sonde war fir die Pflegenden des Kindes mit der G1169D-Variante eine
Herausforderung. Nicht zuletzt hat diese Applikationsform aufgrund der kontinuierlichen
Verabreichung ein hoéheres Risiko fur Fehldosierungen. Zudem miissen aufgrund der
Lichtempfindlichkeit der Substanz umfassende SchutzmaRnahmen ergriffen werden.

Bei einem zukiinftigen individuellen Heilversuch mit Isradipin kdme daher idealerweise die
Substanz in retardierter Formulierung zum Einsatz. [330] Dies wiirde die Therapie deutlich
erleichtern. Allerdings sind aufgrund der langeren Halbwertszeit schwieriger zu
beherrschende Nebenwirkungen zu bedenken. [330] Retardiertes Isradipin kdnnte durch
seine pharmazeutischen Formulierung den klinischen Einsatz vereinfachen. [331] Diese
Praparate sind ausschlieBlich in Erwachsenendosis erhdltlich; diese Substanz weist eine
Mikroverkapselung auf, dies fihrt zur gewlinschten verzogerten Wirkstofffreisetzung. [332]
Damit sind kdpergewichtsbezogene Dosierungen fiir den klinischen Gebrauch bei Kindern
deutlich einfacher als bei Nifedipin herstellbar. [332] Trotzdem ist die Gabe bei dem
Indexpatienten mit der G1169D-Variante aufgrund der schweren Erkrankung erschwert und
nur durch nasogastrale Sondierung maoglich.

Aus Dbetriebswirtschaftlichen kommerziellen Griinden wurde der Vertrieb von
mikroverkapseltem Isradipin von der einzigen Vertriebsfirma in Deutschland, der
CHEPLAPHARM Arzneimittel GmbH, zu Beginn des Jahres 2023 eingestellt, diese Auskunft der
Vertriebsfirma erfolgte auf Anfrage. Der aktive Verzicht der CHEPLAPHARM Arzneimittel
GmbH auf die Zulassung von Isradipin erfolgte bereits im Juni 2022, auch diese Auskunft der
Vertriebsfirma erfolgte auf Anfrage. Im Falle eines Heilversuches kdnnte zundchst auf
Restbestdande in Deutschland und im europdischen Ausland zurlickgegriffen werden. Auch

diese Informationen wurden nach Anfrage durch die CHEPLAPHARM Arzneimittel GmbH
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ausgegeben. Langfristig miisste ein pharmazeutischer Hersteller gefunden werden, der
weiterhin eine mikroverkapselte Form von Isradipin fir klinische Forschungszwecke
produzieren kdnnte.

Ein moglicher Auswertungsparameter fir einen potentiellen individuellen Heilversuch mit
retardiertem Isradipin ware neben einer Verminderung der epileptischen Aktivitat im EEG eine
Reduktion des Tremors sowie der Anfallsfrequenz. Zudem ware es von Interesse, ob Isradipin
einen Effekt auf die schwere globale Entwicklungsstérung im Rahmen der DEE haben kénnte.
Dies hatte auch prognostische Relevanz fiir Patient*innen mit G1169D-Variante, die bereits
friihzeitiger als der Indexpatient im Sauglingsalter therapiert werden kdnnten, beispielsweise

flr das Kind mit der G1169D-Variante im Mosaik.
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10 Schlussfolgerungen

Durch die biophysikalische Charakterisierung der G1169D-Variante im Vergleich zum WT
ergaben sich signifikante Unterschiede hinsichtlich des gatings. (siehe Kapitel 1.2, 1.
Hypothese)

Zusammengefasst handelt es sich bei der G1169D-Variante um eine Variante mit einem
ausgepragten Gain-of-Function-Effekt. [2, 3, 52] (siehe Kapitel 1.2, 2. Hypothese) Die G1169D-
Mutation befindet sich in einer funktionalen Hotspot-Region der al-D-Untereinheit des
Cay1.3-Ca?*-Kanals. [2, 52, 242]

Da es beim Indexpatienten keine eindeutigen Hinweise auf Hypoglykdmien oder einen
primaren Hyperaldosteronismus gab, wurde das klinische Bild des Indexpatienten als
inkomplettes PASNA-Syndrom gewertet. [3, 4, 31, 52] RegelmaRige endokrinologische
Kontrollen sollten auch beim inkompletten PASNA-Syndrom ohne eindeutige endokrine
Storungen erfolgen. [52]

Der Nachweis eines weiteren Kindes mit der identischen Mutation im Rahmen eines Mosaiks
mit dhnlicher Klinik unterstreicht die Korrelation von Genotyp und inkompletten PASNA-
Syndrom. [52] Die beiden Kinder mit der G1169D-Variante ohne bzw. mit Mosaik weisen
neben vielen klinischen phinotypischen Ahnlichkeiten beide einen Tremor und damit einen
Motorphanotyp auf. [3, 52] (siehe Kapitel 1.2, 3. Hypothese)

Im Vergleich zu den elektrophysiologischen Daten der anderen de novo dominanten
CACNA1D-Varianten zeigt die G1169D-Variante die bisher starksten Verdanderungen des
gatings im Sinne eines Gain-Of-Function [2, 3, 52] (siehe Kapitel 1.2, 5. Hypothese) Aufgrund
einer Kombination aus einer ausgepragten Linksverschiebung der Aktivierungskurve, einer
Zunahme des Hintergrund-Ca%*-Einstroms (window current) sowie einer stark verzégerten
Deaktivierung ist ein beinahe kontinuierlicher Ca?*-Einstrom in die entsprechenden Zellen
anzunehmen. [3, 52]

Da der Indexpatient und das Kind mit der G1169D-Variante im Mosaik sowie ein Patient mit
F767S-Variante als einzige beschriebene Falle einen Motorphanotyp aufweisen, kénnte dies
auf einen neuen PASNA-Syndrom-Subtyp mit Tremor bzw. einer rhythmisch oszillierenden
Bewegungsstorung (jittering) hinweisen. [3, 52] Diese Varianten haben nicht nur Tremor bzw.
jittering gemeinsam, sondern sie weisen im Vergleich die starksten Gain-of-Function-Effekte

bei dominanten de novo CACNA1D-Varianten auf. [3, 52] Daher liegt die Vermutung nahe,



124

dass die starken Verdnderungen des gatings mit dem Motorphanotyp in Beziehung stehen.
[3, 52] (siehe Kapitel 1.2, 4. und 5. Hypothese)

Die G1169D-Variante weist jenseits der starken Ausprdagung viele klinische und
elektrophysiologische Gemeinsamkeiten mit den Phanotypen der anderen de novo
dominanten Phanotypen auf und reiht sich ein ins klinische Spektrum des PASNA-Syndroms.
[3, 52] Die schwere epileptische Enzephalopathie des Indexpatienten und seine globale
Entwicklungsstorung wurde als DEE gewertet, diese Storungen entsprechen ebenfalls dem
klinischen Spektrum des PASNA-Syndroms. (siehe Kapitel 1.2, 4. und 5. Hypothese)

Dies spricht neben den groRen elektrophysiologischen Ubereinstimmungen von G1169D-
Variante und den anderen de novo dominanten CACNA1D-Varianten fir einen
Zusammenhang von Genotyp und Phanotyp; ein Beweis hierfiir liegt bisher nicht vor. [52]
(siehe Kapitel 1.2, 4. Hypothese)

GemalR der Kriterien des American College of Medical Genetics wurde die G1169D-Variante
als pathogen fiir den Indexpatienten und den Patienten mit der G1169D-Variante im Mosaik
gewertet. [52] (siehe Kapitel 1.2, 4. Hypothese)

Isradipin stellt neben Nifedipin eine zuklinftige zielgerichtete Therapieoption fir den
Indexpatienten dar. [3, 52] Die biophysikalische Priifung ergab eine erhaltene Sensitivitdt der
G1169D-Variante fir Isradipin. (siehe Kapitel 1.2, 6. Hypothese) Die Sensitivitdat der G1169D-
Variante fir Isradipin unterscheidet sich nicht signifikant von der Sensitivitat des WTs. (siehe
Kapitel 1.2, 7. Hypothese)

Eine Therapie mit Isradipin kdnnte im Rahmen eines individuellen Heilversuchs im Sinne eines
drug repurposing trotz potenziell relevanter Nebenwirkungen unter entsprechenden
Sicherheitsvorkehrungen realisiert werden. Allerdings ist zu bedenken, dass aktuell aus
kommerziellen Grinden kein Vertrieb von mikroverkapseltem Isradipin in Deutschland
erfolgt. (siehe Kapitel 1.2, 8. Hypothese)

Bei Neugeborenen mit Tremor, sollte eine Diagnostik insbesondere hinsichtlich relevanter

endokriner Storungen wie Hyperinsulinismus und Hyperaldosteronismus erfolgen. [52]
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