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1. Studienablauf und Darstellung des eigenen
Beitrags

Im folgenden Kapitel soll zundchst eine kurze, chronologische Ubersicht (iber das Ent-
stehen der zugrundeliegenden Kooperationsprojekte bis hin zu den jeweiligen Publikati-
onen gegeben werden. Ebenso werden die spezifischen organisatorischen wie wissen-
schaftlichen Beitrdge des Autors beleuchtet. Der Einfachheit halber geschieht dies in
dritter Person. Die Auseinandersetzung mit den Inhalten der Arbeiten folgt in den Kapi-
teln 1l bis VI.

1.1 Ausgangslage und Zustandekommen des

Forschungsprojekts

Die Grundlage zur Erforschung seltener Krankheiten stellt die Kooperation auf internati-
onaler Ebene dar. Um verwertbare, wissenschaftliche Ergebnisse fir seltene Phano-
mene zu erzielen, bedarf es des engen Austauschs und der Zusammenarbeit unter-
schiedlicher Akteure sowie deren Einrichtungen. Im medizinischen Bereich birgt der
Charakter klinischer Daten Konfliktpotential. Die Notwendigkeit der Informationsweiter-
gabe zur Erkenntnisgewinnung trifft auf eine besondere Sensibilitat und Schutzbeddrf-
tigkeit patientenbezogener Daten. Sind das Verstandnis dieses Kompromisses wie auch
die verschiedenen Interessen nicht in einem kulturell und rechtlich einheitlichen Raum
zu finden, kommt Fragen des Datenschutzes und der Kommunikation besondere Rele-

vanz Zu.

So war ein hervorzuhebender Beitrag des Autors bei der Umsetzung der vorzustellenden
Forschungsarbeiten auf die Implementation der internationalen Kooperationsprojekte
sowie die Abstimmung und Koordination zwischen den teilnehmenden Forschungsgrup-
pen ausgerichtet. Wahrend Teile der Kooperationspartner bereits lose tUber das Ten-for-
Rare Netzwerk verknlpft waren, bestand vor Studienbeginn kein unmittelbarer Kontakt
zwischen den Hauptakteuren der im folgenden beschriebenen Forschungsprojekte - der
padiatrischen Abteilung des Chulalongkorn Memorial Hospital in Bangkok und dem Epi-
lepsiezentrum des Haunerschen Kinderspitals der LMU Miinchen. Uber E-Mail-Verkehr,
Zoom Meetings und Treffen, wie dem auf dem internationalen Symposium The Transla-
tional Science of Rare Diseases in Tutzing im April 2018, gelang es Ideen auszutau-
schen und Moglichkeiten der internationalen Zusammenarbeit zu eruieren. Im Anschluss

konnten erste gemeinsame Zielsetzungen formuliert und in einem, durch den Autor ver-
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fassten, vorlaufigen Abstract festgehalten werden. Diese waren es initial, bei einer Stich-
probe von ca. 100 Epilepsie-Patienten pathogene Mutationen mittels Next Generation
Sequencing zu identifizieren, um deren Pravalenz sowie deren Auswirkungen auf das
weitere diagnostische Workup und die therapeutischen Mallnahmen zu eruieren. Die
Patienten sollten aus dem Epilepsiezentrum des Haunerschen Kinderspitals der LMU,
dem Institut der Humangenetik der TU Minchen, der Schén Kilinik fir Neuropadiatrie
Vogtareuth, sowie dem Chulalongkorn Memorial Hospital in Bangkok rekrutiert werden.
Durch den Autor wurde ein Amendment zu einem bereits bestehenden Ethik-Antrag so-
wie eine angepasste Studien-Synopse verfasst. Zudem folgte die Analyse von Patien-
tenakten des Epilepsiezentrums und kooperierender Genetischer Institute bezlglich pa-
thogener Varianten und Behandlungsverlaufen sowie die Aufbereitung relevanter Daten.
Uber Aufenthalte im Institut fir Humangenetik der TU Miinchen wurde er an gendiag-
nostische Arbeitsweisen herangefiihrt und eignete sich ein grundlegendes Verstandnis
im Bereich Next Generation Sequencing an. Uber eine parallele Bewerbung um ein
DAAD-Stipendium gelang es Gelder fur die Umsetzung eines Forschungsaufenthalts in
Bangkok im Rahmen des Research for Rare Diseases and Personalised Medicine-Pro-

gramms zu erhalten.

Der Plan, den im Vorfeld erarbeiteten Datensatz um Patienten des Chulalongkorn Me-
morial Hospitals in Bangkok zu erweitern, stellte sich nach Ankunft vor Ort und Gespra-
chen mit allen Verantwortlichen als nicht umsetzbar heraus. Aufgrund anderer Ressour-
cen-Strukturen waren in der thailandischen Kohorte lediglich besonders schwerwie-
gende Falle einer genetischen Testung zugefiihrt und somit andere Einschlusskriterien
getroffen worden. In Verbindung mit methodischen Unterschieden und organisatori-
schen Hindernissen wurde der durch die Zusammenlegung der Studien potenziell ent-
stehende Mehrnutzen niedriger gewertet als die dadurch verursachten Komplikationen.
Es folgten intensive Gesprache Uber vereinbare Zielsetzungen, Literaturrecherchen und
Analysen verschiedener Datensatze auf beiden Seiten. Dem Autor kam hierbei als Per-
son vor Ort eine Koordinations- und Vermittlungsrolle zu. So lag es beispielsweise in
seiner Verantwortung themennahe Studien der Minchner Arbeitsgruppe und Teilergeb-
nisse der Vorarbeit gegeniber den thailandischen Kooperationspartnern zu prasentie-
ren, um in anschlieBenden Gesprachen gemeinsame Interessenschwerpunkte auszulo-
ten. Resultat dieses Prozesses war der Beschluss Erkenntnisse in der Diagnostik und
Behandlung neuropadiatrischer Patienten mit pathogenen Varianten im ATP1A3 Gen
zusammenzufihren. Erwahntes Gen wurde im klinischen Zusammenhang erstmal 2004
beschrieben und kodiert fur die neuronale Na+/K+-ATPase. Die Fachliteratur zum breit

gestreuten Geno- und Phanotypen-Spektrum sowie zu méglichen Behandlungsoptionen
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war zum Zeitpunkt des Projektstarts sparlich und wenig aussagekraftig. Sowohl die ver-
schiedenen Arbeitsgruppen in Deutschland wie auch die des Chulalongkorn Memorial
Hospitals betreuten Patienten mit nachgewiesenen, teils unbeschriebenen pathogenen
Varianten des Gens und neuartigen Phanotypen, die im Verlauf der Studie aufgearbeitet

und prasentiert werden sollten.

1.2 Beitrag zu Paper |

In einem nachsten Schritt entwickelte der Autor in Riicksprache mit den Betreuern der
unterschiedlichen Forschungsgruppen unter Supervision durch Prof. Ingo Borggrafe ein
Konzept fur eine gemeinsame Originalarbeit, die im weiteren Verlauf in Publikation |1,
Mutational and phenotypic expansion of ATP1A3-related disorders: Report of nine
cases, mundete. Nachdem Zielsetzung und Inhalt der Studie festgelegt waren, war er
vordergrindig fur die Untersuchung, Sammlung sowie Aufbereitung von Patientendaten
zustandig. Hierbei handelte es sich vor allem um Unterlagen der klinischen Verlaufe der
Patienten, Ergebnisse der genetischen Untersuchungen, MRI- und EEG-Befunde sowie
unternommene Therapieversuche. Nach statistischer Analyse und Auswertung stellte er
die Ergebnisse mit dem Verfassen der Kapitel 3.7, 3.2 und 3.3 dar. Die klinischen Daten
der Patienten veranschaulichte er mit der Erstellung von Table 2. Zur Ubersichtlichen
lllustration der mittels diverser Sequenzierungsmethoden nachgewiesenen Varianten in-
nerhalb des ATP1A3 Gens der eingeschlossenen Patienten fertigte er Fig. 2. A an. Zur
genaueren Einordnung und Klassifizierung der Varianten der durch die teilnehmenden
Institute betreuten Patienten nutze der Autor nach Anleitung und unter Supervision mit-
arbeitender Genetiker Pathogenitats-Klassifizierungs-Programme wie SIFT, Polyphen-
2, CADD, M-CAP etc. Die Ergebnisse wurden in Table 3 veranschaulicht. Fir den an-
schliefenden Diskussionsteil arbeitete er eng mit der Co-Erstautorin des Papers zusam-
men. Nach ausfuhrlicher Literaturrecherche bezog sich hier der Hauptteil seines Beitrags
auf die Diskussion der angewandten Therapieverfahren und deren Resultate, dem frag-
lichen Vorhandensein einer Genotyp-Phenotyp-Korrelation, dem Aufzeigen der Studien-
limitierungen sowie auf die Formulierung einer abschlieRenden Conclusio. Weitere durch
den Autor durchgeflihrte Schreibarbeiten umfassten das Verfassen des Introduction-Ka-
pitels (7.7) sowie die Beschreibung der Studien-Kohorte (Kapitel 2.7). Nach Fertigstel-
lung des ersten Entwurfs Ubernahm er Verbesserungsarbeiten an den Abbildungen und
Tabellen, Umformulierungen und den anschlielenden Versand des Manuskripts an alle
weiteren Co-Autoren. Erhaltene Anmerkungen und Verbesserungsvorschlage wurden

durch den Autor eingearbeitet und die Finalversion an die thaildndische Arbeitsgruppe
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zur Submission Ubergeben. Nach Einreichung beim Journal GENE und vorlaufiger An-
nahme galt es die Anmerkungen der Reviewer umzusetzen und einzuarbeiten. Hierbei
kam es dem Autor unter anderem zu, Antworten auf Rickfragen bezlglich der Stich-
probe zu formulieren, die Darstellung der statistischen Ergebnisse zu Uberarbeiten, an
der Erweiterung von Figure 2.A um die Lokationen bereits publizierter Varianten mitzu-
wirken sowie teils tiefreichende Nachfragen zu Sequenzierungsverfahren (verwendete
Primer, Genlisten der angewandten Panels, explizite Exom- bzw. Genomsequenzie-
rungs-Methodik) an die entsprechenden Genlabore weiterzuleiten. Die bereitgestellten
Informationen bindelte er und leitete sie zur Einarbeitung in den Methodenteil weiter. Es
erfolgte die Einreichung des Uberarbeiteten Papers und der Response to Reviewers
durch die thailandischen Kollegen und die Publikation als Original Paper im Journal
GENE am 25. April 2020.

1.3 Beitrag zu Paper i

Uberlappend zu dieser Studie begann die Arbeit an einem weiteren Projekt, der Klini-
schen Studie ATP1A3-related epilepsy: Report of seven cases and literature-based ana-
lysis of treatment response. Ziel war es hierbei den Fokus auf eigene Patienten, aber
auch in der Literatur prasentierte Falle des ATP1A3-Erkrankungsspektrums zu legen,
die sich mit epileptischer Symptomatik prasentierten und die hierbei angewandten anti-
epileptischen Therapien sowie deren Wirksamkeit zu eruieren. Die Arbeit setze sich, wie
im Titel angedeutet, aus zwei Teilen zusammen: Den ersten Teil bildeten sieben, in den
teilnehmenden Instituten betreute, Patienten mit pathogenen ATP1A3-Varianten und
epileptischen Phanotypen. Der Autor sammelte Daten zu Alter, Geschlecht, Geno- und
Phanotyp, dem Alter bei Symptombeginn, zu EEG- und MRT-Befunden, Therapieversu-
chen und dem intellektuellen Status der Patienten. Im zweiten Teil der Arbeit fuhrte er
eine Pubmed-basierte Literaturrecherche hinsichtlich ATP1A3-bezogener Epilepsien
durch. Nach Sammlung aller publizierten Falle und Excel gestutzter Veranschaulichung
der jeweilig verfiigbaren Daten, musste ein GroRteil der in der Literatur beschriebenen
Falle wegen unvollkommener Information exkludiert werden. Die Suchstrategie veran-
schaulichte der Autor mit der Erstellung von Figure 1. Das ubrige methodische Vorgehen
fasste er in Kapitel 2 zusammen. Ubrig blieben 14 Patienten, die den Einschlusskriterien
entsprachen und in Kombination mit den eigenen sieben Patienten die Kohorte der wei-
teren Arbeit bildeten. Die gesammelten Daten wurden durch den Autor in Table 1 visua-
lisiert. Im Anschluss flihrte er die notwendigen statistischen Berechnungen zu Demogra-
fie, Pravalenz der Anfallstypen, der angewandten Behandlungen und deren Wirksam-

keit, etc. durch und veranschaulichte diese mit dem Verfassen des Ergebnisteils (Kap.
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3). Zur lllustration der angewandten Therapeutika und deren Wirksamkeiten fertigte er
Figure 2 an. Im anschlieRenden Diskussionsteil (Kap. 4) interpretierte er die erhaltenen
Ergebnisse, setzte sie mit, die eingeschlossenen Falle Uberschreitenden, Erkenntnissen
der wissenschaftlichen Literatur in Bezug und diskutierte mdgliche Schlussfolgerungen.
Ebenso beschrieb er Einschrankungen der Aussagekraft der durchgefiihrten Arbeit und
formulierte die zusammenfassenden Erkenntnisse in einem separaten Kapitel (Kap. 5).
Weiter verfasste er Einleitung (Kap.7) und Abstract des Papers und arbeitete anschlie-
Rend Anderungswiinsche und Korrekturangaben der Ko-Autoren ein. Zur Einreichung
bei den vereinbarten Zieljournals formulierte er u.a. den Cover Letter, passte das Format
den Angaben der Journals an und lud die geforderten Dateien auf die Submission-Platt-
formen hoch. Dies miindete in der Publikation des Papers als Clinical Study beim Journal
of Clinical Neuroscience im Januar 2020. Um der internationalen Kooperation sowie der
Bereitstellung der UbermaRig thaildndischen Patientendaten Rechnung zu tragen, wur-
den sowohl fur die Erstautorenschaft wie auch die Corresponding Autorenschaft — ana-
log zu Paper Nr.1 - eine equal contribution mit den thaildndischen Partnern vereinbart.
Um die gewonnenen Erkenntnisse auf weiteren Wegen zu prasentieren, Rickmeldun-
gen einzuholen und den wissenschaftlichen Dialog zu férdern, unterstitze der Autor zu-
dem die Erstellung eines Posters fir die Tagung der Gesellschaft fir Neuropsychologie
in Fulda 2019 und beteiligte sich an der Einreichung und Vor-Ort-Prasentation eines
weiteren Posters beim 1st International Symposium on Genetic Syndromes with Move-

ment Disorders and Epilepsy in Barcelona im Februar 2020.
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2. Einleitung

Nachdem im vorangegangenen Kapitel das Zustandekommen und vor allem der kon-
krete organisatorische Ablauf der Einzelprojekte sowie der jeweilige Beitrag des Autors
beleuchtet wurden, konzentrieren sich die folgenden Kapitel auf die inhaltlichen Aspekte
dieser kumulativen Dissertation. So wird zunachst in das Ubergeordnete Themenfeld der
Forschungsarbeiten eingefuhrt, bevor deren Ausgangslage und Zielsetzungen erortert

werden.

2.1 Epilepsie - Pravalenz, Geschichte und Fortschritt

In einer grol3 angelegten Meta-Analyse aus dem Jahr 2017 wird der Anteil der Weltbe-
volkerung, der unter dem Krankheitsbild Epilepsie leidet, auf ca. 0,6% geschatzt. [1] Un-
terstellt man diesem Richtwert die Realitat abzubilden, betrifft dies ca. 51 Mio. Menschen
weltweit. [2] Wahrend die Deutsche Gesellschaft fir Epileptologie die Punktpravalenz
von Epilepsien unter der hiesigen Bevolkerung ahnlich groR einordnet, gibt sie das Ri-
siko im Laufe des Lebens einen epileptischen Anfall zu erleiden mit ca. 5% an. Der Fakt,
dass sich 2/3 aller Epilepsien vor dem 20. Lebensjahr manifestieren, macht die Epilepsie
damit zu einer der haufigsten chronischen Erkrankungen im Heranwachsenden-Alter. [3]
[4]

In den vergangenen Jahrzehnten trugen weitreichende neuro- und pathophysiologische
Erkenntnisse wie auch die Entwicklung neuer antiepileptischer Wirkstoffe zur besseren
Diagnostik und Therapie der Erkrankung bei. Zunehmende bildgeberische Mdglichkeiten
(CT, MRT, SPECT, PET) und der Aufschwung der Epilepsiechirurgie fihrten diesen
Trend fort. [5] In den letzten Jahren waren es vor allem Fortschritte in der genetischen
Testung, die eine spezifischere Diagnostik ermdglichten. Uber Weiterentwicklungen des
Next Generation Sequencings bis hin zu Whole Genome Sequenzierungsverfahren mit
hoher Lesetiefe wurden und werden immer preiswertere Mdglichkeiten der breiten ge-
netischen Testung bereitgestellt. Fir Epilepsie-Patienten steht hierbei eine mdglichst
friihe Identifizierung krankheitsverursachender Varianten im Fokus. Es gilt durch die Mi-
nimierung der Zeitdifferenz zwischen Erstsymptomen und Detektion der genetischen Ur-
sache frih eine zielgerichtete Betreuung zu implementieren und damit den Krankheits-
verlauf optimal zu beeinflussen. In einem zukulinftigen Best-Case-Szenario kdnnte das
Verstandnis der genetischen Ursache die Basis zur Entwicklung kausaler Therapieopti-

onen bilden.
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Die Internationale Liga gegen Epilepsie (ILAE) trug den vielseitigen Erkenntnisgewinnen
seit ihrem letzten Positionspapier 1989 mit einer weitreichenden Uberarbeitung der Epi-
lepsie-Klassifikation im Jahr 2017 Rechnung, [6] Neben der unmittelbaren Relevanz fir
den klinischen Alltag, wurde so ein verandertes GerUst fur die klinische und Grundlagen
orientierte epileptologische Forschung geschaffen. Das seitdem international giiltige,
dreischichtige Modell zur Klassifikation epileptischer Erkrankungen, fihrt den Untersu-
cher standardisiert von der Einordnung der beobachteten Anfallsformen Uber die Art der
Epilepsie hin zum zugrundeliegenden Epilepsie-Syndrom. Auf jeder Stufe findet sich ne-
ben der atiologischen Einordnung der Epilepsie auf der einen Seite, die deutlich in den
Vordergrund gerlickte Beachtung der zahlreichen Komorbiditaten auf der anderen Seite.
Besondere Relevanz kommt hierbei den neurologischen Entwicklungsstérungen (Neu-
rodevelopmental Disorders NDD) zu, welche unter anderem intellektuelle Beeintrachti-
gungen, Personlichkeitsstérungen und psychomotorischen Stérungen umfassen.[7] Der
Auftrag des Behandlers, diese zu detektieren, korrekt einzuordnen und adaquate Maf-

nahmen einzuleiten, wurde mit dem Positionspapier deutlich aufgewertet.[8]

Wahrend bis zu diesem Paradgimenwechsel oftmals nebenbefundlich detektierte, glo-
bale hirnorganische Dysfunktionen unter dem unscharfen Begriff der epileptischen En-
zephalopathien gesammelt wurden, bietet das Positionspapier von 2017 erstmals einen
klaren definitorischen Rahmen.[9] So bringt die Neuordnung weitergehende und spezifi-
scher Moglichkeiten der atiologischen Einordnung mit sich. [10] Fortan gilt es Enzepha-
lopathien bei gleichzeitiger Diagnose einer Epilepsie einer von drei definierten Unter-

gruppen zuzuordnen. [6]

Die erste Unterkategorie, ,epileptische Enzephalopathien® (EE), folgt am ehesten der
ursprunglichen Definition, wonach epileptische Aktivitaten einen entscheidenden kausa-
len Beitrag zur reduzierten Neurokognition der Betroffenen darstellen. Betroffene profi-
tieren sowohl im Sinne der Anfallskontrolle wie auch im Rahmen des langfristigen neu-
rokognitiven Outcomes zumeist von einer friihen und aggressiven anti-epileptischen Be-
handlung. [11] Einen bekannten Vertreter stellt die epileptische Enzephalopathie auf Ba-
sis des CSWS-Syndroms dar. Wahrend die hierbei auftretenden, nicht-konvulsiven epi-
leptische Anfalle zumeist gut auf medikamentése Therapien ansprechen, nehmen die
neurokognitiven Langzeitfolgen mit der Zeitspanne zwischen Erstauftreten und Anfalls-
kontrolle zu. Auch werden Enzephalopathien auf Basis teils schwerer, genetischer und
pharmakoresistenter Syndrome (z.B. West-Syndrom) dieser Unterkategorie zugeordnet,
wenn die Epilepsie als Ursache der reduzierten Neurokognition im Vordergrund steht.

[8]
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Im Gegensatz hierzu stehen bei der zweiten Unterkategorie, der ,develompental ence-
phalopathy“ (DE), nicht progressive Ursachen, wie beispielsweise peripartale Hirnischa-
mien, als Ausléser der reduzierten Neurokognition im Vordergrund. Hierbei ebenfalls
auftretende epileptische Anfalle werden eher als weiteres Nebenprodukt des entstande-
nen Hirschadens gewertet, denn als mafRgeblicher Mitverursacher der reduzierten Neu-
rokognition. Eine anti-epileptische Behandlung bringt dementsprechend meist keine

Besserung des geringen neurokognitiven Baseline-Niveaus mit sich. [12]

Die dritte und letzte Unterkategorie ,developmental and epileptic encephalopathies®
(DEE) beinhaltet namentlich wie klinisch Gemeinsamkeiten beider zuvor genannter Ty-
pen. Der reduzierte kognitive Zustand Betroffener wird sowohl durch das epileptische
Anfallsgeschehen selbst, wie auch durch den der Epilepsie zugrunde liegenden, patho-
physiologischen Mechanismus unmittelbar verursacht. Die Grundlage des neurobiologi-
schen Zusammenhangs der Symptome bilden meist genetischen Aberrationen. Enze-
phalopathien auf Grundlage des Dravet-Syndroms werden beispielsweise seit der Neu-
ordnung groRtenteils dieser Unterkategorie zugeordnet. Bei diesem zumeist auf einer
SCNA1-Mutation fuBendem Krankheitsbild besteht durch pathologische Aktivitat neuro-
naler Natrium-Kanale eine erhdhte Anfallstendenz. Untersuchungen haben jedoch wie-
derholt, dass es bereits vor dem ersten Auftreten pathologischer EEG-Muster gehauft
zu einer retardierten neurologischen Entwicklung Betroffener kommt. Es wird also davon
ausgegangen, dass durch die genetisch veranderten Natrium-Kanale sowohl ein direkter
neurokognitiver Schaden wie auch im Verlauf epileptische Anféalle verursacht wer-
den.[13] Antiepileptische MalRnahmen verbessern daher auch hier nur in wenigen Fallen
die Neurokognition. Auch im Rahmen der Anfallskontrolle sind Standard-Antiepileptika
(anti-seizure medication) meist nicht ausreichend effektiv. Zukinftig erfolgsverspre-
chend erscheinen hingegen zielgerichtete Therapiemallnahmen wie Antisense-Oligo-

nukleotide, die an der genetischen Pathologie selbst ansetzten.[14]

AbschlieRend sei gesagt, dass eine Zuordnung zur jeweiligen Enzephalopathie-Unter-
kategorie selten pauschal getroffen werden kann, sondern vielmehr von den individuel-
len Auspragungen des Krankheitsbilds abhangt. Selbst im Falle der Identifikation dersel-
ben monogenetischen Ursache in zwei voneinander unabhangigen Einzelfallen, macht
die grole Symptombandbreite interindividuell unterschiedliche Zuordnungen mdglich.
Entscheidend ist letztlich, ob die entwicklungsbedingte (DE) bzw. epileptische Kompo-
nente (EE) das Krankheitsbild dominiert oder, ob es sich um ein nicht voneinander zu

I6sendes Zusammenspiel handelt (DEE). [8]
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2.2 Seltene Erkrankungen und internationale Kooperation

Wenngleich epileptische Anfélle ein haufiges Krankheitsmerkmal darstellen, liegen ihnen
oftmals diverse und im Einzelfall seltene Syndrome zu Grunde. Die stetige Ausweitung
der Gendiagnostik detektiert fortlaufend neue krankheitsverursachende Genaberratio-
nen und tragt so kontinuierlich zur weiteren Differenzierung des Spektrums seltener Er-
krankungen bei. Die Bezeichnung einer Krankheit als selten, unterliegt je nach Ort defi-
nitorischen Abweichungen. Innerhalb der EU wird als seltene Erkrankung bezeichnet,
was eine Inzidenz von weniger als 5:10.000 aufweist [15]. Das Fehlen einer einheitli-
chen, globalen Definition unterstreicht die stiefmutterliche Beachtung dieser Krankheits-
gruppe. Wenngleich die Relevanz der orphan diseases (Engl.) auf den ersten Blick ge-
ring erscheint, akkumulieren sich die Betroffenenzahlen Schatzungen zufolge in einer
GréRenordnung von ca. 3,5 - 5,9% der Weltbevoélkerung und damit auf mehrere Hun-
dertmillionen Menschen [16]. Die Zunahme der Weltbevdlkerung und der Lebenserwar-
tung, die gestiegenen Pravalenzen der letzten Jahre, sowie stetig bessere Diagnose-
moglichkeiten, machen eine Fortsetzung des Aufwartstrends der Betroffenenzahlen
wahrscheinlich [17]. Die Problematik des unzureichenden Bewusstseins in medizini-
schen wie nicht-medizinischen Kreisen hat dabei weitreichende Konsequenzen: Auf in-
dividueller Ebene betragt die Zeitspanne zwischen Erstsymptomen und korrekter Diag-
nosestelle meist Jahre bis Jahrzehnte. AnschlieRend stehen Betroffene oftmals vor be-
grenzten und wenig erfolgreichen Behandlungsoptionen. Nicht zuletzt deshalb gehen die
Krankheitsbilder gehauft mit wiederholten Krankenhausaufenthalten, Behinderung,
Langzeitpflegebedurftigkeit und reduzierter Lebenserwartung einher. [17] Sie stellen da-
mit nicht zuletzt einen relevanten Kostenfaktor nationaler Gesundheitssysteme dar und

sind in ihrer Gesamtheit weder selten noch sozioGkonomisch vernachlassigbar.

Aufgrund der lokal geringen Fallzahlen ist die Erforschung seltener Erkrankungen mehr
als jeder andere Bereich der Medizin auf internationale und interdisziplindre wissen-
schaftliche Kooperation (Translation) angewiesen. Beteiligte Partner reichen von Univer-
sitaten und Kliniken bis hin zu Forschungseinrichtungen und Pharmaunternehmen. Nur
wenn es gelingt aus Einzelfallen Patienten-Kohorten relevanter GroRe zu generieren,
lassen sich belastbare Schllsse Uber Diagnostik, Therapie und Prognose gewinnen. Der
Einsatz moderner ,omics“-basierter Plattformen bietet darliber hinaus das Potential pa-
thogenetische Mechanismen aufzudecken und grundlegende Erkenntnisse tber die Ent-
wicklung und Funktion von Zellen, Organen und den gesamten Organismus zu gewin-
nen. So soll eine Grundlage geschaffen werden, um die Entwicklung neuer Medika-
mente, Therapien und Impfstoffe voranzutreiben. [18] Konkrete Umsetzung findet der

Translations-Gedanke im DAAD-Netzwerk ,Forschung fir seltene Erkrankungen und
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personalisierte Medizin“. Uber Férdergelder des Deutschen Bundesministeriums fiir Bil-
dung und Forschung unterstitzt es spezifisch Projekte zur Erforschung seltener Erkran-
kungen wie die vom Dr. von Haunerschen Kinderspital ins Leben gerufene Kooperation
Ten for Rare. [19] Erklartes Ziel der Partnerinstitutionen in Miinchen, Bangkok, Isfahan,
Tel Aviv, Kayseri, Boston, Toronto und Medellin ist es, Uber internationale Zusammen-
arbeit genetische Grundlagen und Pathophysiologien seltener Erkrankungen aufzude-
cken und auf deren Basis personalisierte Therapieoptionen zu entwickeln. Zudem soll
durch den unmittelbaren Austausch das Bewusstsein fiir die speziellen Herausforderun-
gen im Umgang mit seltenen Erkrankungen bei Forschenden, Behandlern und der Of-
fentlichkeit gestarkt werden, um vermeidbare Konsequenzen der Vernachlassigung und

Fehlbehandlung seltener Erkrankungen zu minimieren. [20]

2.3 Ausgangslage ATP1A3

Wie in Kapitel 1.1. angedeutet, resultierte der Entschluss der Kooperationspartner zur
Arbeit am ATP1A3-Gen aus einer Kombination gezielter Malnahmen und unvorherge-
sehener Umstande. Organisatorische Grundvoraussetzung war, dass die beteiligten
Forschungsgruppen Patienten mit pathogenen ATP1A3 Varianten betreuten. Zum Ver-
standnis der Ausgangslage des Projekts ist eine Betrachtung der vorausgegangenen
Forschungsarbeiten zum Themenspektrum ATP1A3 bezogener Erkrankungen aus zwei
Perspektiven notwendig. Dies ist dadurch begriindet, dass die Entdeckung des Gens
zunachst losgeldst von den unterschiedlichen, durch seine pathogenen Varianten verur-
sachten Phanotypen stattfand und wissenschaftlich thematisiert wurde. Die Aufarbeitung

des pathophysiologischen Zusammenhangs erstreckte sich Uber Jahrzehnte.

2.3.1 Genetische Grundlagen

Die Erstbeschreibung des ATP1A3-Gens in der medizinischen Literatur erfolgte im Jahr
1988. Als dritte Isoform des ATP1A-Gens wurde es auf Chromosom 19 lokalisiert. [21]
Wahrend alle Isoformen die alpha-Untereinheit der Na+-K+-ATPase in menschlichen
Zellen kodieren, wird ATP1A3 vorwiegend in Neuronen exprimiert. Die Na+-K+-ATPase
fungiert als eine Art Rettungspumpe. lhr kommt eine entscheidende Rolle bei der Wie-
derherstellung des neuronalen Membrangleichgewichts nach wiederholten Aktionspo-
tentialen zu. [22] Eine fehlerhafte Struktur der alpha-Untereinheit flihrt zu Beeintrachti-
gungen im lonen-Gradienten und somit der neuronalen Zellfunktion. Neurologische Po-

sitiv- wie Negativsymptome sind die Folge. Epileptische Entladungen stellen eine der
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mdglichen Konsequenzen dar. Experimentelle Maus-Modelle mit labortechnisch erzeug-
ten ATP1A3-Mutationen lieferten hierzu den pathophysiologischen Beweis der Epilepto-
genese. Die von der Loss-of-function-Mutation betroffenen Tiere bildeten komplex-fokale
und sekundar generalisierte epileptische Anfallsmuster aus. [23] Mutationen in besag-

tem Gen werden entweder autosomal dominant vererbt oder treten De Novo auf. [24]

2.3.2 Phanotypen

Als erste der Jahrzehnte spater mit ATP1A3 in Verbindung gebrachten Phanotyp-Enti-
taten wurde die alternierende Hemiplegie des Kindesalters (AHC) beschrieben. 1971
wurden acht Individuen mit komplexen neurologischen Symptomen und passageren
halbseitigen Ladhmungserscheinungen publiziert. Aufgrund der anfallsartigen Hemi-
Symptomatik wurde das Krankheitsbild zunachst als eine Art Migraine eingeordnet. [25]
1993 folgte die Beschreibung des zweiten Syndroms, des rapid-onset-dystonia-parkin-
sonism (RDP). Entsprechend der Namensgebung sind frihe, teils abrupt auftretende
Dystonien und parkinsonartige Krankheitsverlaufe mit familidarer Haufung kennzeich-
nend. [26] Die Erstbeschreibung des dritten Phanotyps, dem CAPOS-Syndrom, folgte
drei Jahre spater und umfasst familiar auftretende Konstellationen aus cerebellarer Ata-
xie, Areflexie, Pes Cavus, Optikus-Atrophie und Sensoneuronalem Horverlust. [27] Be-
richte Uber epileptische Anfalle im Rahmen der ATP1A3 bezogenen Erkrankungsbilder
wurden bereits friih in Patientenfallen mit RDP beschrieben. [28] Unter publizierten AHC-
Kohorten publizierte Schatzungen der Epilepsiepravalenz rangieren in einer Gréenord-
nung von 50-80%. [29-31]

2.3.3 Next Generation Sequencing

Der Beweis einer genetischen Komponente der jeweiligen Krankheitsbilder war aufgrund
der familidren Haufungen bereits friih spekuliert worden. Die letzten Jahre ATP1A3-be-
zogener Forschung waren durch die Moglichkeiten der immer breiter anwendbaren, ge-
netischen Testung bestimmt. 2004 gelang es so erstmals sechs Missense-Varianten im
ATP1A3 Gen als krankheitsauslésend fur den Phanotyp RDP zu klassifizieren. [32] Die
entsprechenden Nachweise der Pathogenitat weiterer ATP1A3 Varianten flir AHC [33]
und CAPOS [34] folgten wenige Jahre spater. 2014 war der Beweis der gemeinsamen
genetischen Ursache dieser distinkten Krankheitsbilder erbracht. Es folgten Veroffentli-
chungen neuer pathogener Varianten und klinischer Mischbilder. Die Relevanz epilepti-
scher Krankheitsbilder im ATP1A3-Formenkreis verdeutlichten wiederholte Publikatio-
nen frihkindlicher bzw. neonataler Epilepsien sowie epileptischer Enzephalopathien mit

schwerwiegenden Krankheitsverlaufen. [35-38]
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Aus dem bisherigen Kenntnisstand der Forschung lielken sich zwei Thesen ableiten, die
als Grundlage und Motiv fiir die im Rahmen dieser Dissertation vorzustellenden Koope-
rationsprojekte dienten: 1. ATP1A3-bezogene Phanotypen bilden am ehesten ein breites
Spektrum, teilweiser Gberlappender Krankheitsbilder [39] und 2. dem haufigen Auftreten
und oftmals schwerem Ausmal} epileptischer Phanotypen sollte in Diagnostik und The-

rapie Rechnung getragen werden.

2.4 Ubergeordnetes Ziel der Dissertation

Die im Zuge der Dissertation durchgefihrten Arbeiten bewegten sich an den Schnittstel-
len der Uber die letzten drei Unterkapitel vorgestellten Themengebiete. Den zuvor be-
schriebenen, beachtlichen Erkenntnissen der letzten finf Jahrzehnte zum Trotz, stand
den wenigen, feststehenden Fakten noch immer eine Vielzahl offener Fragen gegen-

uber.

In Hinblick auf die Entdeckung des breiten klinischen Spektrums ATP1A3-bezogener
Erkrankungen, schloss sich die Frage an, ob bereits die gesamte Bandbreite der resul-
tierenden Erkrankungen abgebildet war. Zusatzlich galt es zu klaren, welche Faktoren
es waren, die Uber Art und Auspragung der Defizite entschieden. Lie3en sich Belege fir
eine bereits spekulierte Korrelation zwischen Geno- und Phanotyp finden? Neben diesen
eher akademischen Fragestellungen, galt es auch Punkte der klinischen Praxis zu eru-
ieren: Inwieweit verlief das diagnostische und therapeutische Management der Patien-
tenbetreuung zufriedenstellend? Was waren vielversprechende Anséatze und wo bestand
Optimierungspotential? Publikation | beschaftige sich anhand der ausgewerteten Daten
von neun, in den teilnehmenden Instituten betreuten, Patienten mit diesen offenen Fra-

gen.

Wie eingangs erwahnt bestand vor der Festlegung der Kooperationspartner auf die Ar-
beitam ATP1A3 Gen die Absicht, einen Beitrag zum Verstandnis genetischer Epilepsien
zu leisten. Im Rahmen der Arbeit an Publikation | wurde klar, dass dem signifikanten
Anteil epileptischer Krankheitsbilder im ATP1A3-Formenkreis gesondert Rechnung ge-
tragen werden muss. In der Konsequenz verfolgte Publikation Il einen weniger horizon-
talen Ansatz zur Darstellung des gesamten ATP1A3-Krankheitsspektrums und betrach-
tete anstatt dessen tiefergehend die Teilmenge der Patienten, die an Epilepsie litten.
Wie war die Datenlage zu angewandten Behandlungsschemata und deren Erfolgsquo-
ten in der bekannten Literatur? Was liel3 sich durch zusatzliche Untersuchung eigener

Patientendaten darlber schlussfolgern? Was konnte zu Anfallsemiologien und diagnos-
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tischen Ergebnissen festgehalten werden und wo bestanden Verbesserungsmaoglichkei-
ten? Nach breit durchgefiihrter Recherche bereits publizierter Falle und Auswertung ei-
gener Patientendaten konnten hierfir die Ergebnisse von 21 Patienten untersucht und

diskutiert werden.

Die den beiden Einzelprojekten Ubergeordnete Zielsetzung war es demnach einerseits
ein besseres Verstandnis ATP1A3-bezogener Erkrankungen in der Breite zu erlangen,
andererseits dem Management der haufigen epileptischen Krankheitsbilder in der Tiefe
Rechnung zu tragen. Durch den unterschiedlich gelegten Fokus sollte so der Kenntnis-
stand des Formenkreises ATP1A3-bezogener Erkrankungen zweidimensional ausge-

baut werden.
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3. Zusammenfassung / Summary

3.1 Zusammenfassung

Das Forschungsvorhaben um Publikation | fokussierte sich darauf, das geno- und pha-
notypische Spektrum der ATP1A3 bezogenen Krankheiten zu erweitern. Im Rahmen der
Arbeit wurden genetische, klinische, bildgeberische und elektrophysiolgische Untersu-
chungsergebnisse betreuter Patienten gesammelt und aufbereitet, statistische Berech-
nungen durchgefihrt, sowie deren Ergebnisse mittels Abbildungen und Tabellen veran-
schaulicht, interpretiert und mit der Fachliteratur in Verbindung gebracht. Die geneti-
schen Testungen der neun, in den Instituten betreuten, Patienten wurden nach Blutent-
nahme und Extraktion der DNA aus Leukozyten mittels PCR-Sanger- und Panel-Analyse
sowie Whole-Exome-Sequenzierung durchgefihrt. In allen Patienten wurden als patho-
gen oder wahrscheinlich pathogen klassifizierte Varianten des ATP1A3 Gens detektiert.
In drei Fallen handelte es sich um bis dato unbeschriebene Mutationen. Die mittels Pro-
gramme wie SIFT, Polyphen-2, M-CAP etc. durchgeflhrten in silico Analysen sprachen
fur eine Pathogenitat der Varianten. Klinisch prasentierten sich alle Patienten mit meist
deutlich ausgepragter intellektueller Beeintrachtigung. Sechs Phanotypen wurden als
AHC klassifiziert, die anderen drei Patienten imponierten entweder mit Leitsymptomen
einer Hemidystonie, einer generalisierten Hyperkinesie oder dem Bild einer RDP. Sechs
Patienten litten zusatzlich unter epileptischen Anféllen. Erstmals detektierte Genotypen
gingen zum Teil mit bis dato unbeschriebenen, phanotypischen Merkmalen einher. Neu-
heiten waren hierbei der Befund eines mit dem Bild einer AHC lberlappenden Hemicon-
vulsions-Hemiplegie-Epilepsie-Syndroms (HHE) sowie eine frihkindliche Hemidystonie
in Verbindung mit Neurodegeneration und Eisenablagerungen (NBIA). Untypische Scha-
del-MRT Befunde dieser Patienten unterstreichen den neuartigen Charakter der Falle.
Therapeutisch konnte unter den AHC-Fallen ein mit der Literatur Gbereinstimmendes,
gutes bzw. teilweises Ansprechen auf Flunarizin bzw. Topiramat beobachtet werden. Bei
den Ubrigen Krankheitsbildern wurde keine hinreichende Symptomreduktion erreicht.
Epileptische Anfalle waren unter Anwendung von Standard-Antiepileptika groRtenteils
therapierefraktar. Weitere Erkenntnisse waren der friihe Symptombeginn (meist im ers-
ten Lebensjahr) und die Zeitspanne von durchschnittlich sechs Jahren bis zur korrekten
diagnostischen Einordnung mittels genetischer Testung. Anhalte fur eine klare Genotyp-
Phanotyp-Korrelation konnten — méglicherweise bedingt durch die begrenzte Kohorten-

gréRe — nicht gefunden werden.
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Die Arbeit zu Paper Il konzentrierte sich tiefergehend auf die Subgruppe epileptischer
ATP1A3-Patienten und deren Behandlung. Hierflr wurden neben der Aufbereitung von
Patientendaten aus den teilnehmenden Instituten eine ausfiihrliche Pubmed-basierte Li-
teratur-Recherche durchgefiuihrt. Es folgten die Darstellung der Review-Strategie, die II-
lustration der klinischen Daten und der Wirksamkeit der verwendeten Antiepileptika, so-
wie eine umfassende Diskussion der grundlegenden Erkenntnisse. Einschlusskriterien
waren eine bestatigte, pathogene ATP1A3-Variante, eine Historie mit epileptischen An-
fallen und Informationen Uber die antiepileptische Behandlung. Erste Erkenntnis war die
mangelhafte Datenlage der Fachliteratur zu angewandten Therapeutika. Wahrend die
ersten beiden Einschlusskriterien von 188 publizierten Fallen erfiillt wurden, blieben
nach Abzug der Verdffentlichungen, die keine Informationen uber die Behandlung der
epileptischen Anfalle beinhalteten, lediglich 14 Patienten Ubrig. Um die innerhalb der
Kooperation behandelten Patienten erweitert, blieb fur die weitere Untersuchung eine
Studienkohorte von 21 Patienten. Zusatzliche fakultative Daten, die gesammelt wurden,
waren: Geschlecht und Alter der Patienten, klinisches Erscheinungsbild inklusive Ent-
wicklungsverzdgerungen, Alter bei Erstanfall und genetischer Testung, sowie EEG- und
MRT-Befunde. Alle Patienten prasentierten Zeichen einer intellektuellen Beeintrachti-
gung. In Bezug auf die Anfallssemiologie zeigte sich ein sehr gemischtes Bild von foka-
len, multifokalen bis hin zu primaren und sekundar generalisierten Anfallsmustern. Von
vereinzelten, starken Ausrei3ern abgesehen, begannen diese im Median 2 Monate nach
der Geburt. Die Zeitspanne bis zur genetischen Testung betrug - analog zu den vorheri-
gen Erkenntnissen — mehrere Jahre, in diesem Fall im Mittel 11 Jahre. Ein Drittel der
Patienten erlitt im Laufe der Jahre einen Status Epilepticus. Knapp die Halfte der Pati-
enten prasentierte pathologische MRT-Befunde. Pradominierend und teilweise Gberlap-
pend zeigten sich hierbei eine Sklerose des Hippocampus sowie Hirnatrophien. Erstere
Beobachtungen korrelierten statistisch signifikant mit den Patienten, die einen Status
Epilepticus erlitten. Die in der Fachliteratur beschriebene Theorie der gegenseitigen Be-
dingung der beiden Phanomene scheint hierdurch unterstitzt. Unter den angewandten
antiepileptischen Therapeutika waren als haufigste Vertreter in absteigender Reihen-
folge Levetiracetam, Phenobarbital, Valproat und Topiramat vorzufinden. Innerhalb der
Limitationen der Studie liel sich festhalten, dass kein angewandtes Antiepileptikum in
seiner Wirksamkeit den Alternativen klar Gberlegen war und, dass in beinahe der Halfte
der Falle keine Therapieerfolge verzeichnet wurden. Die andere Halfte der Patienten
erfuhr hingegen eine erfolgreiche Reduktion der Anfalle. Ab welchem Riickgang der An-
fallshaufigkeit ein Antiepileptikum von den jeweiligen Autoren als wirksam eingeordnet
wurde, folgte allerdings keinen einheitlichen Standards. Dartber hinaus fand meist keine

klare Quantifizierung des als ,erfolgreich® eingestuften Riickgangs der Anfallshaufigkeit
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statt. Eine zukunftige einheitliche Orientierung an der CGl-I-Klassifikation der American

Society of Epilepsy béte einen Lésungsansatz.

Zusammenfassend trugen die beiden im Rahmen der Dissertation publizierten Arbeiten
dazu bei, den Wissensstand ATP1A3-bezogener Erkrankungsbilder zu erweitern. Wah-
rend eine klare Genotyp-Phanotyp-Korrelation nicht belegt werden konnte, wurde das
Spektrum der Erkrankungen um neue pathogene Varianten und klinische Erscheinungs-
bilder erweitert. Die Wirksamkeit in der AHC-Therapie etablierter Wirkstoffe, allen voran
Flunarizin, konnte bestatigt werden. Der Uberwiegende Anteil anderer Krankheitsbilder
blieb dagegen weiterhin ohne klare First-Line-Therapie. Bezuglich ATP1A3-bezogener
Epilepsien ist festzuhalten, dass Betroffene durch die frihen und schweren Verlaufe
meist unter ausgepragten gesundheitlichen und kognitiven Beeintrachtigungen leiden,
dass in ca. der Halfte der Falle Therapieversuche erfolglos verlaufen und, dass sowohl
Datenlage wie auch Publikationsstil bezlglich der angewandten Therapeutika mangel-
haft sind. Was alle Patienten des ATP1A3-Formenkreises eint, ist die zumeist mehrjah-
rige Zeitspanne zwischen Erstsymptomen und genetischer Testung. Diese friher im di-
agnostischen Workup anzusetzen, kénnte den langen Weg zur Klarheit fur Patienten
und Angehdrige deutlich verkirzen, Ressourcen schonen und die Prognose durch friih-
zeitige Interventionen und Anschluss an Expertenzentren verbessern. Die gré3te Limi-
tation beider Arbeiten lag in den geringen KohortengréfRen begriindet. Wahrend dies
zum Teil der Natur seltener Krankheiten als solches geschuldet war, wurde es in ver-
meidbarem Ausmal durch den oftmals mangelhaften Publikationsstil bestehender Ver-
offentlichungen verstarkt. Es bleibt daher zu betonen, dass weitere Forschungsarbeiten
dringend notwendig sind, um die wissenschaftlichen Erkenntnisse auszubauen und den

Betroffenen bessere Behandlungsperspektiven bieten zu kénnen.

3.2 Summary

The work concerning publication | focused on expanding the genotypic and phenotypic
spectrum of ATP1A3-related diseases. As part of the work, genetic, clinical, imaging and
electrophysiological examination results of nine unrelated patients were collected and
processed. Statistical calculations were carried out. The results were illustrated using
figures and tables, interpreted and linked to the literature. The genetic tests of the pa-
tients were carried out after extraction of the DNA from leukocytes using PCR-Sanger
analysis, panel analysis as well as whole-exome sequencing. Variants of the ATP1A3-
gene classified as pathogenic or likely pathogenic were detected in all patients. In three

cases, these were mutations that had not yet been described. The in silico analyzes
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carried out using programs such as SIFT, Polyphen-2, M-CAP etc. indicated pathogenic-
ity for all the variants. Clinically, all patients presented with intellectual impairment. Six
phenotypes were classified as AHC, the other three presented either a form of hemidys-
tonia, generalized hyperkinesia or of RDP. Six patients also had a history of epileptic
seizures. Some of the genotypes detected for the first time were accompanied by new
phenotypic characteristics. Novelties were the finding of a hemiconvulsion-hemiplegia-
epilepsy syndrome (HHE) overlapping with the picture of AHC and in the other case early
hemidystonia in connection with neurodegeneration and brain iron accumulation (NBIA).
Atypical head MRI findings in these patients underscored the novel nature of the cases.
In terms of therapy, a good response to flunarizine and partial response to topiramate
were observed in the AHC cases, which was consistent with the literature. In case of the
other clinical manifestations, no adequate symptom reduction was achieved. Seizures
were largely refractory to standard antiseizure medication (earlier referred to as anti-
epileptic drugs). Other findings were the early onset of symptoms (usually within the first
year of life) and the median time span of six years until the correct diagnostic classifica-
tion was found through genetic testing. Evidence for a clear genotype-phenotype-corre-
lation could not be found. A possible reason for that might have been the limited cohort

size.

The work on publication Il dealt with the subgroup of epileptic ATP1A3-patients and their
treatment in more depth. For this purpose, in addition to the processing of patient data
from the participating institutes, a detailed Pubmed-based literature search was carried
out. This was followed by the presentation of the review strategy, the illustration of the
clinical data and treatment efficacy as well as a comprehensive discussion of the basic
findings. Inclusion criteria were a confirmed pathogenic ATP1A3-variant, a history of sei-
zures, and information on antiepileptic treatment. The first relevant finding was the lack
of data on applied therapeutics within the literature. While the first two inclusion criteria
were met by 188 published cases, only 14 patients remained after deducting the publi-
cations that did not contain information on the treatment of the epileptic seizures. Ex-
panded by the patients treated within our institutes, the study cohort shrank to 21 patients
in total. Other collected data were: sex and age of the patients, clinical presentation in-
cluding developmental delay, age at onset and genetic testing as well as EEG and MRI
findings. All patients presented signs of intellectual impairment. With regards to seizure
semiology, mixed patterns ranging from focal, multifocal to primary or secondary gener-
alized seizure semiologies were detected. While there were some strong outliers, these
seizures first occurred at a median age of 2 months after birth. Analogous to previous

findings, it took an average of 11 years until genetic testing was carried out. This was all
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the more serious given that over a third of the patients had suffered from status epilepti-
cus over the years. Nearly half of the patients presented pathologic MRI findings. Scle-
rosis of the hippocampus (HS) and brain atrophy were predominant and partially over-
lapping. There was a significant statistical correlation between HS-cases patients who
suffered from a status epilepticus. This seems to support literature’s theory of the mutual
condition of these. Among the antiseizure medication (ASM) administered, the most
common were levetiracetam, phenobarbital, valproate and topiramate. No prescribed
ASM could clearly assert itself in terms of effectiveness compared to the alternatives,
and in almost half of the cases no therapy success could be achieved. In the other half
of the cases, a successful reduction in seizure frequency was observed. However, there
was no consistent standard among the authors what characteristics were necessary to
be fulfilled by an ASM in order to be regarded as effective. Further, most authors did not
quantify the degree of the achieved seizure reduction, if defined as such. A uniform align-
ment towards the CGlI-I classification of the American Society of Epilepsy could offer a

solution to this issue.

In summary, both papers published as part of the dissertation contributed to expanding
the state of knowledge of ATP1A3-related disorders. While a clear genotype-phenotype
correlation could not be proven, the spectrum of diseases was expanded by new patho-
genic variants and clinical manifestations. The effectiveness of established drugs in AHC
therapy, above all flunarizine, could be confirmed. On the other hand, most of the other
phenotypes remained without a clear first-line therapy. With regards to ATP1A3-related
epilepsies, it should be noted that those affected usually suffer from pronounced health
issues and cognitive impairments due to the early and severe courses. Further, that ther-
apy attempts are unsuccessful in about half of the cases and that the reporting style
regarding administered therapeutics must be improved. All patients are unified by a time
span of several years between onset of first symptoms and genetic testing. Performing
genetic testing earlier in the diagnostic workup could significantly shorten the long road
to clarity for patients and relatives, save resources and improve the prognosis through
early intervention and referral to expert centers. The main limitation of both studies was
attributed to the small cohort sizes. This was partly due to the nature of rare diseases
but was exacerbated to a disproportionate extent by the often-inadequate publication
style of existing studies. It is therefore important to emphasize that further research is
urgently needed to expand scientific knowledge and provide better treatment perspec-

tives for affected individuals.
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health care systems (Germany or Thailand). Clinical features, neurophysiological data, imaging results, genetic
characteristics and treatments were reviewed.

Results: Three patients harbor novel mutations in the ATPIA3 gene. Atypical clinical features and imaging
findings were observed in two cases, one with hemiplegia-hemiconvulsion-epilepsy syndrome, and the other
with neurodegeneration with brain iron accumulation. All nine patients presented with intellectual impairment.
Alternating hemiplegia of childhood (AHC) was the most common phenotype (67%). Flunarizine and topiramate
led to symptom reduction in 83% and 25% of AHC cases administered, respectively.

Conclusion: The present case series expands the clinical and genetic spectrum of ATP1A3-related disorders.
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1. Introduction

The diverse consequences of mutations in the ATP1A3 gene have
become an issue of consistently growing relevance within the last
couples of years. ATP1A3 encodes the a3 subunit of Na+, K + -ATPase
in neuronal cells and ATP1A3 mutations have primarily been associated
with three distinct phenotypes: alternating hemiplegia of childhood
(AHCQ), rapid-onset dystonia-parkinsonism (RDP) and CAPOS (cere-
bellar ataxia, areflexia, pes cavus, optic atrophy and sensorineural
hearing loss). As for RDP and CAPOS, it took several steps to link the
complex phenotypes described to variants in the ATP1A3 gene (Dobyns
et al.,, 1993; Heinzen et al., 2014). For AHC, although being the first
among them to be mentioned in 1971, it took the most years to unravel
the genetic defects and pathophysiology (Rosewich et al., 2012). Re-
cently, ATP1A3 mutations could be identified as monogenetic causes in
74% of 98 AHC patients investigated (Heinzen et al., 2014). This trig-
gered a series of other research studies concerning ATP1A3 and its role
in AHC and other phenotypes not breaking of until today. With the
increasing publication of atypical case reports and overlapping phe-
notypes, it becomes clear that the phenotypic spectrum of ATPIA3
mutations is much broader than initially thought. Rather than being
fully distinct disorders only connected by their cause of pathogenic
variants in the ATPIA3 gene, the previously described clinical mani-
festations mark the respective end of a range of phenotypes that are
often overlapping. Accordingly, the term “ATP1A3-related disorders” is
being increasingly used. In this study, we present nine unrelated pa-
tients with proven ATP1A3 mutations who suffer from diverse con-
sequences. In addition to contributing to the growing phenotypic
spectrum, we describe three ATPIA3 mutations that have not been
previously described.

2. Methods
2.1. Patients and families

A total of nine unrelated patients (five from Thailand, four from
Germany) with ATP1A3-related disorders were recruited in the study.
The study was approved by the institutional review board (IRB No.
054/60) of Faculty of Medicine, Chulalongkorn University, Thailand,
and the ethical review committee of Faculty of Medicine, LMU Munich,
Germany (amendment to No. 18-232). The study was performed

Table 1
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according to the declaration of Helsinki. After informed consent from
the patients or their legal guardians was obtained, blood samples from
the patients and their parents were collected.

2.2. Mutation analysis

Genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes by
using Puregene blood kits (Qiagen, Hilden, Germany). In patients 1, 2,
6, 7 and 9, mutation analysis was performed by whole exome sequen-
cing (WES). In patients 3, 4 and 5, PCR-Sanger analysis of the ATP1A3
gene was performed using specific primers for the coding exons. In
patient 8, the pathogenic variant was detected by panel-analysis using
customized panels created for medically refractory epilepsies.

For WES in patients 1, 2 and 6, The DNA samples were sent to
Macrogen Inc., Seoul, Korea. Exome libraries were captured by hy-
bridization with the Agilent SureSelect V4 Target Enrichment Kit. WES
for patients 7 and 9 was performed using a SureSelect Human All Exon
60 Mb V6 Kit (Agilent) for the enrichment and the HiSeq 4000
(Illumina) platform for sequencing. More than 98% of the exome was
covered at least 20X and the average coverage was more than 126X.
Sequence reads in FASTQ sequencing files were aligned to the Human
Reference Genome hg19 from UCSC using Burrows-Wheeler Alignment
(biobwa.sourceforge.net/) software version 0.5.8.1. Variant calling was
done using GATK (www.broadinstitute.org/gatk/) version 4.0.1.1.
Single nucleotide variants (SNVs) and small insertions and deletions
were detected with SAMtools version 0.1.7. Copy number variations
(CNVs) were detected with ExomeDepth and Pindel. We targeted the
rare missense, nonsense, splice site and insertion/deletion variants in
the genes related to HPO terms: seizures (HP:0001250), dystonia
(HP:0001332) and hemiplegia (HP:0002301). Only variants (SNVs/
small Indels) in the coding and the flanking intronic regions ( + 8 bp)
with a minor allele frequency (MAF) < 1% were evaluated. Minor
allele frequencies were taken from public databases (gnomAD, dbSNP).
Subsequently, these variants were filtered out if they were present in
the in-house databases comprising 1,864 unrelated Thai exomes (pa-
tients 1, 2, 6) or 16,000 exome datasets of the Munich exome server
(patients 7, 9). The variants would be called novel if they were not
listed in the HGMD® (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php) data-
base. Classification of pathogenicity was done according to the ACMG
criteria for variant classification (Richards et al., 2015).

The PCR-Sanger analysis of the ATP1A3 gene in patients 3, 4 and 5

Primer sequences used in the PCR-Sanger sequencing in patients 3, 4 and 5.

Name Forward primer Reverse primer

ATP1A3-Ex1 CCAAGCCTGAGCCTGAGC CGCACACCCAATGTCACC
ATP1A3-Ex2-Ex3 GGATAGCTGGGGCATGGAG ACCCCAGGCCTTCACCAG
ATP1A3-Ex4 CTGGTGAAGGCCTGGGGT GGGAAGAAGTTGGGGTGC
ATP1A3-Ex5 GGTGGAGAGTGGCTTGGG AGACTCCCTCTGCCTGGG
ATP1A3-Ex6 TGTTAGTGTATGGGCTGGGG AGGGCCTAAACTCCTGGGT
ATP1A3-Ex7 TGTACACAAATACCCTCCTGT GAGGTTCTGGAGGCCTGAC
ATP1A3-Ex8.1 GTCAGGCCTCCAGAACCTC TATCCGAGAATGAGGGAGAG
ATP1A3-Ex8.2 TGTCATGGGCCGTATCG CTCAGGGGTCCAGGATCC
ATP1A3-Ex9 CTCGTGTCGCTCATCCAAC GTGTGAGGGCCAGGGAC
ATP1A3-Ex10 CAGTCAGGTGAGCGCAGG ACAGCTGAGGGGAGGACAC
ATP1A3-Ex11 CTACTGGCCTCACCTCGG ACCTCTTTACAGGCGTCATAAG
ATP1A3-Ex12 AGGGAGCTTCCTGGTGTCTG CTTTGGGCAGCATCACAAC
ATP1A3-Ex13 AGACATCTAGGGGCATGGG GGTGACCATGATGACCTGC
ATP1A3-Ex14 CAAGGTGTGGCTTGGGG AGCGGTCCCCCTGTGTCA
ATP1A3-Ex15 CTCTGTCTTTCAGGGATCAC CCGGCCTCAGTGAGGACC
ATP1A3-Ex16 TCCTGGGCTTCTGGATCTG CCTTGCTGGTCTCAGGCC
ATP1A3-Ex17 CAGAGGGAGTGGGGCTC TGAGATGGCAGGGACCTAG
ATP1A3-Ex18 GCCCTGGCAGCCACCCT GGGTCCCAAGCACCCAC
ATP1A3-Ex19 CCTCTGAGGTGCCCTGG CGTAGGAAGTGGCCATGCA
ATP1A3-Ex20 CAAAGAGCACCGGAACGTC CAGACACTCGGACAGGACAG
ATP1A3-Ex21 CAGGTGCAGGGTGGGTG GGCTGAGTCTAAGGGAAGGC
ATP1A3-Ex22 TCCTGGGAGACTGCCCCT GACCAGCTGCCTGAGACC
ATP1A3-Ex23 CCTTGCCTGTCTCTCTCCATC GACTGACAGGGGCGGTC
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was performed using specific primers for the coding exons (Table 1).

The “hemiplegic migraine” panel analysis was done in patient 8.
The staged sequencing for the gene PRRT2, CACNAIA and ATP1A3 was
performed. The coding and flanking intronic regions of the relevant
genes were enriched using in solution hybridization technology
(Agilent, Santa Clara, USA) and were sequenced using the Illumina
HiSeq system (Illumina, San Diego, USA). Illumina bcl2fastq2 was used
to demultiplex sequencing reads. Adapter removal was performed with
Skewer. The trimmed reads were mapped to the human reference
genome (hgl9) using the Burrows Wheeler Aligner. Reads mapping to
more than one location with identical mapping score were discarded.
Read duplicates that likely result from PCR amplification and reads
mapping to more than one genomic location were removed. The re-
maining high-quality sequences were used to determine sequence var-
iants (single nucleotide changes and small insertions/deletions). Only
variants (SNVs/Small Indels) in the coding and the flanking intronic
regions ( = 8 bp) with a minor allele frequency (MAF) < 1.5% were
evaluated. Known disease-causing variants (according to HGMD®) were
evaluated in up to = 30 bp of flanking regions and up to 5% MAF.
Minor allele frequencies were taken from public databases (gnomAD,
dbSNP) and an in-house database.

2.3. Statistical analyses

Pseudonymized patient data were collected from medical records.
Descriptive statistics were obtained using SPSS version 25 (IBM
Corporation, Armonk, NY).

3. Results
3.1. Demographic and clinical data

Among the nine ATP1A3 cases, the age of onset ranged from six
weeks to twelve years. The median age at onset of first symptoms was
at five months (interquartile range; IQR = 5 months). The median time
difference between onset of symptoms and genetic testing was six years.

All patients were intellectually impaired. While two patients (22%)
(patients 6 and 8) were only mildly disabled, the remaining seven cases
(78%) had severe cognitive deficits. The family history regarding si-
milar symptoms was unremarkable in all individuals. Six out of nine
patients (67%) presented with hemiplegic attacks (Table 2). The attacks
lasted from one hour to 72 h. The frequency ranged from two episodes a
year to two episodes every week. Reported triggers were exercise, fever
and changes in temperature or weather. Five out of six AHC patients
(83%) had a history of epileptic seizures. While four of them (80%)
suffered from generalized tonic-clonic seizures without clinically la-
teralizing features, the remaining patient (20%) experienced focal
motor seizures occasionally evolving into non-convulsive status epi-
lepticus. For two of the non-lateralizing epileptic patients, attacks
transitioned in status epilepticus. Three patients (33%) did not show
signs of AHC features. One of them (patient 9) experienced seizures
during infancy that were first triggered by fever. The other two patients
without AHC showed hemidystonia or muscular hypotonia, respectively
(patients 6 and 7).

Six AHC patients were treated with flunarizine, which resulted in a
significant reduction in frequency and duration of hemiplegic attacks in
five patients (83%). Topiramate was administered in four cases, but
only proved effective in one patient. Seizures, if present, were com-
monly refractory to standard antiepileptic drugs. The clinical manifes-
tations, genetic findings and treatment information are summarized in
Table 2.

3.2. Neurophysiological data and neuroimaging studies

Neurophysiological data (electroencephalography, EEG) were
available in eight out of nine patients (89%). Of these eight patients,
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one (12.5%) revealed lateralized interictal epileptiform discharges
(patient 2) and three patients (37.5%) showed signs of encephalopathy,
which showed either bilateral focal (patient 7) or generalized patterns
(patients 3 and 8) (Table 2).

Magnetic resonance imaging (MRI) of the brain results were ob-
tained in eight patients (89%). Two of them (25%) revealed abnormal
images shown in Fig. 1. The brain MRI of patient 2 revealed diffused
atrophy with white matter gliosis of right cerebral hemisphere with
Wallerian degeneration of the right brainstem consistent with hemi-
plegia-hemiconvulsion syndrome. In patient 6, T2*W gradient echo
images and susceptibility weighted imaging (SWI) revealed signal loss
involving bilateral globi pallidi indicating deposition of paramagnetic
substances.

3.3. ATP1A3 gene mutations

Pathogenic and likely pathogenic heterozygous missense variants in
the ATP1A3 gene with distinct changes of the polypeptide chain of the
protein as depicted in Fig. 2A were identified in all nine unrelated
patients. Three alterations (44%) have not been previously described.
These novel mutations, ¢.2479A > T (p.Arg827Trp), c.2600G > T
(p.Gly867Val) and ¢.2425G > C (p.Ala809Pro) were found in patients
2, 6 and 7, respectively (Fig. 3,Table 3). They were located in the
transmembrane domain VI (patient 7), the intracellular loop between
domains VI and VII (patient 2) and the extracellular loop between do-
mains VII and VIII (patient 6) (Fig. 2A).

The variants in patients 1, 2, 4, 5 and 7 occurred de novo. For patient
6, the variant was not identified in the mother but was not tested in the
father due to unavailable paternal DNA. The parental sequencing was
not performed in patients 3, 8 and 9. Several lines of evidence suggest
that the previously undescribed variants are disease causing. The var-
iants were neither identified in GnomAD nor in our in-house exome
databases. In silico analysis predicted the amino acid changes to be
possibly pathogenic (Table 3). The amino acid residues altered by the
variants are highly conserved among N+ /K+ ATPase isoforms across
different species (Fig. 2B). The variants were classified as “pathogenic”
in eight cases and “likely pathogenic” in one (patient 6) according to
the ACMG standard guidelines (Table 3). There was no correlation of
the ATP1A3 mutations with the clinical phenotype including severity of
mental retardation, occurrence and length of hemiplegic disorders or
seizure severity.

4. Discussion

We characterized nine unrelated patients with a broad spectrum of
clinical manifestations of ATP1A3-related disorders. Genetic testing
revealed eight different variants out of which three have not yet been
described. All of these novel variants were located in the C-terminal
domain of the ATPase cation transporter (Fig. 2A) (Ogawa et al., 2009;
Heinzen et al., 2012; Heinzen et al., 2014). Previous studies suggest
that amino acid alterations in the C-terminal domain cause structural
changes and dysfunctions of the ATP1a3 protein (Hunanyan et al.,
2015). As pointed out above, all our results obtained from analysis and
prediction tools supported the pathogenicity of the newly discovered
alterations. Still, further functional studies will be required to de-
termine the pathogenicity of the novel variants.

Six patients were clinically categorized as AHC. Overlapping fea-
tures with hemiconvulsion-hemiplegia-epilepsy (HHE) syndrome and
neurodegeneration with brain iron accumulation (NBIA) were observed
in patients 2 and 6, respectively. These findings expand the phenotypic
spectrum of ATP1A3-related disorders. Although neuroimaging findings
in patients with ATP1A3-related disorders are typically normal (Ishii
et al., 2013), diffuse bilateral atrophy and cerebellar atrophy have been
reported in a proportion of the cases in the subsequent clinical course of
the disease (Ishii et al., 2013). However, severe unilateral brain atrophy
as described in patient 2 carrying the novel p.Arg827Trp variant has not



Table 2

Summary of the genetic and clinical features of all nine patients.

Patient 1

Patient 2

Patient 3

Patient 4

Patient 5

Patient 6

Patient 7

Patient 8

Patient 9

Current age/sex
Phenotype

Presenting
symptom (s)

Seizure onset
Seizure semiologies

Hemi/quadriplegia
onset

Frequency

Duration

Triggers

Other symptoms

EEG

Brain magnetic
resonance
imaging

Development
Medications

Effective treatment
(s)

Genetic testing

ATP1A3 variants

7 years/Male
AHC

Seizures

5 months

Tonic, focal clonic
seizures, NCSE
10 months

1-2 per month
48-72 h
Not reported

NA

Age 1 year and
8 months: normal

Age 1 year and
6 months: normal

Severe ID

CBZ, LTG, TPM,
flunarizine, LEV PB,
PHT, Clonazepam,
acetazolamide
None

WES trio
c.2552A > C
p-GIn851Pro
De novo
Reported (Yang
et al., 2019)

16 years/Male
AHC/HHE

Nystagmus (age
8 months)

11 months

Focal clonic, tonic
seizures, GTC, SE
11 months

3-4 per month
1-2h
Exercise

Gait ataxia, left
hemiparesis

Age 2 years:
epileptiform
discharges over the
left paracentral
areas

Age 2 years:
normal Age

6 years: right
cerebral atrophy
Severe ID

PHT, PB, LEV, VPA,
flunarizine

Flunarizine

WES trio
c.2479A > T
p.Arg827Trp
De novo
Novel

21 years/Male
AHC

Developmental
regression (age
6 weeks)

13 years

GTC, hypomotor
seizures, SE
6 months

2-3 per year
2-4h
2-4h

NA

Age 13 years: mild
generalized
encephalopathy.
Intermittent slow
bifrontal regions
Not available

Severe ID

PHT, VPA, TPM,
flunarizine, CLB, PB,
chloral hydrate, ZNS

Flunarizine

Targeted sequencing
c.410C > A,
p.Ser137Tyr

Not confirmed
Reported (Heinzen
et al., 2012)

16 years/Female
AHC

Opsoclonus (age
5 months)

5 years (single
episode)
GTC

1 year and

3 months

2-3 per month
1-2h

Fever, exercise,
hot water

Gait ataxia

Age 1.5 years:
normal

Age 5 years:
normal

Severe ID (IQ 23)
CBZ, TPM,
flunarizine,
propanolol

Flunarizine

PCR-Sanger
C2429T > G
p.1le810Ser

De novo
Reported
(Hunanyan et al.,
2015)

7 years/Female
AHC

Disconjugate eye
movements (age
5 months)

7 months
GTC
7 months

2 per week
48-72 h
Cold bath

NA

Age 2 years: normal

Age 2 years: normal

Severe ID
VPA, propanolol,
flunarizine, PHT

Flunarizine

PCR-Sanger

C.2401G > A
p-Asp801Asn

De novo

Reported (Heinzen et al.,
2012; Rosewich et al.,
2012; Ishii et al., 2013;
Hoei-Hansen et al., 2014;
Sasaki et al., 2014; Yang
et al., 2014; Viollet et al.,
2015)

21 years/Female
Right hemidystonia/
NBIA

Right hemidystonia
(age 12 years)

NA
NA
NA

NA
NA
Not reported

NA

Not performed

Age 19 years:
Paramagnetic
substances deposit
bilateral globi pallidi
Mild ID
Trihexyphenidyl,
clonazepam,
carbidopa-levodopa,
baclofen

None

WES singleton
c.2600G > T
p.Gly867Val
Not confirmed
Novel

0.9 year/Male
RDP

Developmental
regression (age
2 months)

NA
NA
NA

NA
NA
Not reported

Muscular
hypotonia,
dystonia

Moderate
encephalopathy
biposterior slowing

Age 3.5 months:
normal

Severe ID
NA

NA

WES trio
c.2425G > C
p.Ala809Pro
De novo
Novel

7 years/Male
AHC

Reduced muscle
tone and loss of
head control (age
1 year and

7 months)

NA

NA
6 months

2-3 per month
4-8 h
Weather change

Dystonia, eye
rolling,
opisthotonos
Generalized
intermittent slow

Normal

Mild ID
TPM, flunarizine

TPM, flunarizine

Panel

c.2263G > T
p.Gly755Cys

Not confirmed
Reported (Rosewich
et al., 2012; Yang
et al., 2014)

19 years/Female
Generalized hyperkinesia

Choreoathetosis (age
2 months)

2 months
Febrile seizures
NA

NA
NA
NA

NA

Normal

Normal

Severe ID
VPA, PHB

None

WES singleton

C.2401G > Ap.
(Asp801Asn)

Not confirmed

Reported (Heinzen et al.,
2012; Rosewich et al.,
2012; Ishii et al., 2013;
Hoei-Hansen et al., 2014;
Sasaki et al., 2014; Yang
et al., 2014; Viollet et al.,
2015)

CBZ; carbamazepine, GTC; generalized tonic clonic seizures, HHE; hemiconvulsion hemiplegia epilepsy syndrome, ID; intellectual disability, IQ; intelligence quotient, LEV; levetiracetam, NCSE; nonconvulsive status
epilepticus, PB; phenobarbital, PHT; phenytoin, RDP; rapid onset dystonia-parkinsonism, SE; status epilepticus, TPM; topiramate, VPA; valproic acid, WES; whole exome sequencing, ZNS; Zonisamide, NA; not applicable
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Fig. 1. A, A follow-up brain MRI at age
6 years in patient 2 showed diffuse atrophy
of the right cerebral hemisphere. The pro-
longed seizures followed by atrophy of one
hemisphere and hemiplegia ipsilateral to
the side of convulsion is compatible with
hemiconvulsion-hemiplegia-epilepsy (HHE)
syndrome. B, Brain MRI at age 16 years in
patient 6 revealed signal loss (dark signal)
at bilateral globi pallidi seen on suscept-
ibility weighted imaging (SWI) indicating
deposition of paramagnetic substances.

B

Patient 2; p.R827W

Human AESDMKRQPRNPRTDKLVN SYFVI
Chimpanzee AESDMKRQPRNPRTDKLVN SYFVI
Rat AESDMKRQPRNPRTDKLVN SYFVI
Mouse AESDMKRQPRNPRTDKLVN SYFVI
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Fig. 2. A, The predicted location of amino-acid alterations in the ATP1A3 protein; red circles; novel variants identified in this study (2; p.Arg827Trp, 6; p.Gly867Val,
7; p.Ala809Pro,), yellow circles; previously reported variants identified in this study (1; p.GIn851Pro, 3; p.Ser137Tyr, 4; p.lle810Ser, 5./9; p.Asp801Asn, 8;
p-Gly755Cys), green dots; locations of the variants previously reported in patients with AHC, blue dots; locations of the variants previously reported in patients with
RDP, gray bar; cytoplasmic domain, orange bar; extracellular domain. M1-10; transmembrane domains 1-10. B, Sequence alignment of partial amino acid sequence
of ATP1A3 from various species. The arginine, glycine and alanine residues at codon 827, 867 and 809, respectively, are indicated by red bars.

been reported in genetically proven ATP1A3-related disorders. One
might speculate that recurrent status epilepticus could result in uni-
lateral neuronal damage in this patient. This causal relationship was
supported as an initial brain MRI at the age of two years was normal
and the subsequent MRI at the age of six years (after the occurrence of
several status epilepticus) revealed the extended atrophy of the right
hemisphere. The patient also showed permanent hemiparesis of the left
side. Thus, the clinical course of this patient is compatible with hemi-
convulsion-hemiplegia-epilepsy (HHE) syndrome (Gastaut et al., 1960).

The HHE syndrome is a rare condition caused by various etiologies (i.e.
prolonged febrile seizures, viral infections, brain anomalies, cortical
dysplasia) resulting in prolonged seizures. However, the causes of HHE
could not be established in the majority of cases (Auvin et al., 2012).
Several factors including excitotoxic cell injury, impairment of neuronal
energy metabolism, inflammation and blood brain barrier permeability
as well as genetic factors have been proposed to contribute to the pa-
thogenesis of HHE (Auvin et al., 2012). Mutations within SCN1A and
CACNA1A were detected in some HHE cases (Sakakibara et al., 2009;
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Table 3
Interpretation of the identified variants in the ATP1A3 gene.
Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5 Patient 6 Patient 7 Patient 8 Patient 9
Variantf c.2552A > C  c2479A > T c410C > A C2429T > G C2401G > A ¢2600G > T ¢2425G > C ¢2263G > T ¢2401G > A
(p.GIn851Pro) (p.Arg827Trp)  (p.Ser137Tyr) (p.lle810Ser) (p.Asp801Asn) (p.Gly867Val) (p.Ala809Pro) (p.Gly755Cys) (p.Asp801Asn)
Inheritance De novo De novo Not confirmed De novo De novo Not confirmed  De novo Not confirmed  Not confirmed
SIFT D D D D D D D D D
Polyphen-2 P.D. P.D. P.D. P.D. P.D. P.D. P.D. P.D. P.D.
M- CAP P.P. P.P. P.P. P.P. P.P. P.P. P.P. P.P. P.P.
CADD 27.4 34 26.6 26.5 27.4 33 27.4 33 27.4
gnomAD - - - - - - - - -
dbSNP - - 1s542652468 1s536681257 1580356537 - - 1s557052809 1s80356537
Classificationt Pathogenic Pathogenic Pathogenic Pathogenic Pathogenic Likely Pathogenic Pathogenic Pathogenic
pathogenic

D, deleterious; P.D., probably damaging; P.P., possibly pathogenic

SIFT, sorting intolerant from tolerant (http://sift.jcvi.org/); Polyphen-2, prediction of functional effects of human SNPs (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/);
M- CAP, Mendelian clinically applicable pathogenicity score (http://bejerano.stanford.edu/mcap/); CADD, combined annotation dependent depletion (https://
cadd.gs.washington.edu/; recommended pathogenicity threshold greater than 20); dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/); gnomAD, https://

gnomad.broadinstitute.org/

T NCBI (National Center of Biotechnology Information) reference sequence: NM_152296.5
% According to the American College of Medical Genetics and Genomics interpretations guidelines (Richards et al., 2015).

Yamazaki et al., 2011). A case of a 15-year-old girl with clinical char-
acteristics of AHC with status epilepticus and predominantly left-
hemispheric cortical necrosis on brain MRI was reported but genetic
testing was not mentioned in the article (Algahtani et al., 2017). Thus,
the occurrence of HHE syndrome in patients with AHC should be ac-
knowledged and would support timely and consequent treatment of any
occurring status epilepticus in these patients.

Patient 6 harboring the novel p.Gly867Val variant had right hemi-
dystonia started at age 12 years without parkinsonian features. For
ATP1A3-related rapid onset dystonia-parkinsonism (RDP), the abrupt
onset of generalized dystonia typically occurs during the second or
third decade of life and accompanies with parkinsonian features
(Heinzen et al., 2014). Notably, asymmetric dystonia is unusual but has
been reported in a 24-year-old Chinese female with a p.Glu277Lys
mutation in ATPIA3 (Liu et al., 2016). The mechanism of laterality is
unclear in both patient 6 and the previously reported case. Of note,
alteration of the same amino acid residue p.Gly867Asp in the ATP1A3

gene has been previously reported in a 15-year-old female with over-
lapping phenotypes between AHC and RDP (Rosewich et al., 2014). The
neuroimaging findings in patient 6 are also unique. The brain MRI at
age 16 years revealed signal loss on T2*-weighted gradient echo se-
quences and susceptibility weighted imaging (SWI) involving bilateral
globi pallidi. This resembles the neuroimaging findings associated with
NBIA (neurodegeneration with brain iron accumulation) (Kruer et al.,
2012). NBIA encompasses a group of heritable disorders characterized
by deposition of iron or paramagnetic substances in the brain pre-
dominantly in the basal ganglia. The patients may present with dys-
tonia, parkinsonism and/or neuropsychiatric abnormality. The me-
chanism of iron accumulation in the basal ganglia is secondary
consequence of different primary mechanisms (Meyer et al., 2015).
Several genes associated with NBIA play pivotal roles in neuronal
health including regulation of membrane lipid homeostasis, main-
taining the membrane potential, mitochondrial function and autophagy
(Meyer et al., 2015). The ATPIA3 gene encodes the transport proteins
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Fig. 3. A, Electropherograms showing the c.2479A > T (p.Arg827Trp) variant found in patient 2. B, Electropherograms showing the ¢.2600G > T (p.Gly867Val)
variant found in patient 6. C, Sequence alignment from integrative genomics viewer (IGV) for ¢.2425G > C (p.Ala809Pro). The picture shows the genomic location
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that maintain electrochemical gradient of Na + and K + across the
plasma membrane and is highly expressed in GABAergic neurons of the
basal ganglia. We speculate that ATP1A3 dysfunction could cause dis-
turbance in cellular biology of the basal ganglia nuclei and conse-
quently lead to iron accumulation.

Here, flunarizine has been established as the first line drug for
preventive therapy. The calcium entry blocker showed to reduce the
severity and duration of AHC attacks in 50% and the frequency in 25%
of 230 patients reviewed (Neville and Ninan, 2007). Several in-
dependent case studies supported the efficacy of flunarizine and the
numbers were confirmed throughout (Mikati et al., 2000; Sasaki et al.,
2001; Pisciotta et al., 2017). Five out of six patients in our cohort had
reduced hemiplegic attacks after flunarizine. Nevertheless, flunarizine
rarely leads to complete and long-lasting remission of AHC attacks. The
second choice often is topiramate — an AED with promising effects in
AHC patients. When administered in patients 1, 3 and 4, it was in-
effective. There were trials of ketogenic diet in AHC patients (Ulate-
Campos et al., 2014; Roubergue et al., 2015). Although it has not been
administered in the patients in our cohort it is considered as another
therapeutic approach.

As for RDP (patient 7), therapeutic options are sparse. Classic drugs
in anti-Parkinson therapy such as levodopa fail to provide sufficient
effects in improving Parkinsonian symptoms (Dobyns et al., 1993;
Pittock et al., 2000; Brashear et al., 2007; McKeon et al., 2007; Brashear
et al., 2012). Benzodiazepines, anticholinergics and tetrabenazine were
reported to alleviate dystonia in a few patients (Brashear et al., 2007;
Heinzen et al., 2014). There are rare case reports concerning the usage
of deep brain stimulation in RDP patients. While some of them reported
the absence of benefits (Deutschlander et al., 2005), some showed
minimal benefits (Kamm et al., 2008). It was not performed in our RDP
patients. Since patient 7 is still at a very young age, he has not yet
received any treatment.

The limited sample size of our study might partly explain our in-
ability to establish a clear genotype-phenotype correlation. In previous
studies, the mutations associated with AHC phenotypes were clustered
in the C-terminal cation ATPase domain (transmembrane domain 6)
whereas the mutations associated with the RDP phenotype distributed
across the ATP1A3 gene and were more evenly distributed (Rosewich
et al., 2012; Heinzen et al., 2014; Rosewich et al., 2014). Patients 5 and
9 demonstrate that genotype-phenotype correlation seems to be a
general difficulty in ATPIA3. Although these two unrelated patients
harbored the same mutation, p.Asp801Asn, their phenotypes differed
widely. While patient 5 suffered from typical symptoms of AHC, patient
9 presented with severe developmental delay and hyperkinetic move-
ments. This strongly supports the hypothesis that there are other factors
influencing the severity of genetic diseases. This is consistent with
findings of other recent studies concerning ATP1A3.

In conclusion, our study reports nine unrelated patients harboring
ATP1A3 causal variants displaying a broad range of neurological phe-
notypes. The use of comprehensive genomic approaches such as whole-
exome sequencing unraveled not only novel genetic variants but also
the linkage of unusual clinical manifestations to ATPIA3. Our findings
support that mutations in the ATP1A3 gene need to be considered in a
broader context than previously expected. This extension beyond the
currently defined phenotypes (AHC, RDP and CAPOS) implies HHE
syndrome and NBIA and implies the application of next-generation
sequencing early in the disease course in patients with early-onset
seizures, movement disorders and developmental delay.
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provide any information about patients’ anti-epileptic treatment. The findings of treatment effectiveness
in only 57% (or lower) of patients, and the non-existence of a clear first-line AED in ATP1A3 related epi-
lepsy stresses the need for further research.

© 2020 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

ATP1A3 encodes the a3 Na'K*-ATPase and is mainly expressed
in neuronal cells. Variants in ATP1A3 are primarily associated with
three, clinically considered distinct, syndromes: Alternating hemi-
plegia of childhood (AHC), rapid-onset dystonia-parkinsonism
(RDP) and CAPOS (cerebellar ataxia, areflexia, pes cavus, optic atro-
phy and sensorineural hearing loss). Concomitant epileptic sei-
zures may occur in patients with ATP1A3 related disorders. While
some studies claim that 50-80% of all published AHC-cases have
a history of seizures [1], a more recent publication reported a lower
percentage (26.1%) [2]. Despite the heterogeneity of ATP1A3 related
seizures, some common characteristics have become apparent: An
early onset of age, of mainly drug resistant seizure types, ranging
from focal or generalized tonic, tonic-clonic, to myoclonic attacks,
often initiated by triggers such as stress, excitement, extreme tem-
peratures, water exposure, physical exertion, and lighting changes
[3]. Even though epilepsy in ATP1A3 patients is described as often
pharmaco-resistant, data on treatment responses are still rare.

To expand our knowledge about different antiepileptic thera-
pies and their outcomes, we present seven ATP1A3 patients with
clinical data, seizure history, and treatment, as well as the results
of a performed systematic literature-based review, to delineate
treatment response of antiepileptic drugs or ketogenic diet in
ATP1A3 related seizure disorder.

2. Methods
2.1. Patients and families

We collected data for seven unrelated patients (four from Thai-
land, three from Austria/Germany). Their shared characteristics
were pathogenic ATP1A3 variants and epileptic phenotypes. Ethical
approval was obtained by the ethical review boards of both partic-
ipating universities (IRB Chulalongkorn University, Thailand (No.
054/60) and LMU Munich, Germany (No. 18-232)). After patients
and parents gave their consent, blood samples were collected.
Genetic testing was performed by either Sanger sequencing (pa-
tient 3, 4, 5) or whole exome sequencing (patients 1, 2, 6, 7). Direct
Sanger sequencing was performed to verify the results of patients 1
and 2. Variants were classified according to the criteria of the
American College of Medical Genetics and Genomics [4].

2.2. Data collection procedures

For the literature search using PubMed, we first used the key-
words ‘ATP1A3 AND Epilepsy OR Seizure’, followed by the single
term ‘ATP1A3’, to identify all cases appropriate for comparing with
our patients. Additionally, records were found using PubMed
Medical Subject Headings (MeSH). The filters applied were:
Epilepsy (+genetics, +therapy) and Drug Resistant Epilepsy
(+genetics, +therapy). If the abstracts of the matching papers men-
tioned patients with an ATP1A3 mutation and associated epilepsy,
we searched the full text of the paper for detailed information. If
the case reports fulfilled the inclusion criteria, we gathered data
for further analysis.

Data was last collected from PubMed on 26th of February 2019.
After removing all duplicates of articles, we excluded papers that
were not available in English or German language. Mandatory
inclusion criteria were: 1. Verified mutation within ATP1A3, either
fulfilling the criteria “pathogenic” or “likely pathogenic”, according
to the ACMG classification [4] 2. Seizures present and 3. Informa-
tion on AED treatment available.

Further non-mandatory data extracted included: a) patient’s
gender and age at last follow-up, b) the phenotype, c¢) age at sei-
zure onset, d) EEG findings, e) brain MRIs, f) intellectual disabil-
ity/developmental status.

3. Results
3.1. Eligible studies

The free text term search for ‘ATP1A3 AND Epilepsy OR Seizure’
delivered 37 results while ‘ATP1A3’ yielded 217 additional match-
ing studies.

After screening based on the inclusion criteria, we collected
information on 188 ATPI1A3 patients with epileptic seizures,
described in 17 publications. 174 cases had to be excluded due
to insufficient data concerning antiepileptic treatment, so that
we reviewed 14 suitable patients (7.4%) for seizure treatments
and their effects. Combining these 14 ATP1A3 cases with seven
patients from our cohort, we obtained a sample of 21 patients for
further investigation (Fig. 1).

3.2. Demographic data and seizure semiology

21 patients (10 males; age at publication: 9 mos. — 25 yr.; med-
ian: 7 yr.), first presenting with seizures at a median age of
2 months (0 - 156 mos.). All cases, which provided information
about their patients’ developmental status (n = 20) reported intel-
lectual disability (100%). One case report did not include informa-
tion about this variable. The median duration between onset of
clinical manifestation and molecular diagnosis among our seven
patients was 11 years (3-18 yr.). Within the entire cohort, docu-
mented seizure semiology varied from focal (n = 8), multifocal
(n =5) to generalized (n = 4) as well as mixed seizure patterns (fo-
cal/multifocal with secondary generalization) (n = 3). Eight of 21
patients (38%) experienced status epileptici (SE).

3.3. Response to AED

The most frequent used seizure medications were levetiracetam
(LEV) (n =9), phenobarbital (PB) (n = 8), valproic acid (VPA) (n=7)
and topiramate (TPM) (n = 5) (see Fig. 2). Seizure reduction was
reported in twelve cases (57%). However, there was no standard-
ized definition of what was considered a “significant reduction”.
Limited information was available for three patients, for whom it
could not be stated to what degree the AEDs were responsible
for seizure reduction (patient 6), and how sustainable the improve-
ment was (patients C and M). Sulthiame (STM) led to moderate sei-
zure reduction in patient C, but information on the long-term
efficacy was not reported. Similarly, betamethasone led to seizure
freedom in patient M, but therapy was omitted after four weeks
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v

Systematic analysis (n = 21)

Fig. 1. Systematic review strategy.

due to non-compliance. In case of patient 6, it could not be stated
to what degree the AED combination of VPA and PB was responsi-
ble for the seizure reduction since febrile seizures reported in
childhood did not re-occur neither before nor after the termination
of therapy.

In nine cases (43%) treatment effectiveness was reported in
more detail. In 6/9 patients positive effects were achieved using
a combination of different AEDs. The various AED combinations
leading to treatment success are presented in Table 1. VPA as well
as LEV proved effective as part of AED combinations in 3/9 patients.
TPM, PB, carbamazepine (CBZ) and phenytoin (PHT) each success-
fully contributed to seizure reduction in two patients. Four patients
were prescribed ketogenic diets (patients A, D, G, I). While two
patients showed significant seizure reduction with either a combi-
nation of KD and AEDs (patient G) or KD only (patient A), the other
two did not experience any seizure reduction through the imple-
mentation of KD (see Table 1). The prevalence of treatment effec-
tiveness was slightly higher in our own patients (67%, 4/6)
compared to the patients reviewed (50%, 5/12).

43% of patients (n = 9) did not show any seizure relief. Lack of
seizure relief was associated with the following AEDs: LEV
(n = 6), PB (n = 6), VPA (n = 4), CBZ/OXC (n = 4), TPM (n = 3),
PHT (n = 2), clonazepam (CZP) (n = 2), lamotrigine (LTG) (n = 2),
acetazolamide (n = 2), zonisamide (ZNS) (n = 1).

=
=)

u Total patients treated |
m Positive effect of AED

uNo to AED

P
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Fig. 2. Treatment effectiveness of several AEDs showing positive effects.

3.4. Neurophysiological data

EEG correlates were seen in 16/21 subjects (76%). Typical find-
ings included ictal and interictal epileptic discharges (e.g. spikes
and waves), showing either focal or generalized patterns, as well
as recordings of diffuse background slowing on hemispheric or glo-
bal levels, indicative of encephalopathies. Detailed findings are
listed in Table 1.



Table 1

Clinical Data of the 21 cases with ATP1A3- related epilepsy.

Patient Age/ Variant Phenotype Age at EEG MRI Unsuccessful ~ Successful Effect on Epilepsy Int. Dis./Developmental
Sex NM_152296.5 seizure AEDs AEDs status
onset
A[27] 4y/m €.2736_2738CTTdel AHC, hypotonia, frequent 2d Ictal EEG focal Delayed myelination PB, multiple KD (since 1 1/  Seizure frequency Int. Dis., no vocalization,
p.Phe913del focal epileptic seizures (not discharges left and high intensity in AEDs (not 3y) reduced by 50% but still  respiratory failure
further specified) frontal area the white matter, esp.  specified) occurred daily postnatally, cardiac failure
(likely pathogenic) surrounding the Combination at 17d
anterior horn of the therapy with
lateral ventricle, unsuccessful
progressive bilateral AEDs
brain atrophy
B [3] 9 m/ c1111G> A p. AHC, GTCS, SE, apnoea, 1d IED both MTS left VPA, LEV,CZP - Persistence of seizures Int. Dis., facial
m Gly371Ser Choreic limb movements, hemispheres and occurrence of dysmorphism,
(likely pathogenic) hypotonia, unilateral alternatingly, paroxysmal prolonged hypopigmentation, apnoea
nystagmus, eyelid myoclonia disturbed apnoea. access with desaturation,
background severe delay of
activity psychomotor acquisitions.

C[29] 2ylm/ ¢2116G>Cp. Reoccurring apnoeic episodes 9 mos. Left temporal Normal STM, OXC, STM Reduced the events No info about int. dis.,

f Gly706Arg resulting in cyanosis and theta seizure LEV reintroduced at  moderately, loss to delayed motor
(pathogenic) desaturation — considered as pattern 25 m follow up after 25 m development
focal epileptic seizures. monotherapy

D [26] 16y/f ¢2224G>Tp. Both epileptic (focal not 6 wks. Poor Short corpus callosum KD, other - No improvement, about Int. Dis., severe
Asp742Tyr further specified, generalized, spatiotemporal and parieto-temporal AEDs (not five generalized seizures developmental delay, auto-
(likely pathogenic) myclonic) and nonepileptic organization, atrophy. specified) per month aggressive bursts,

neurologic spells, no AHC slowing of permanent horizontal
background nystagmus and strabismus,
activity and left hypotonia without ataxia
frontotemporal and normal head
slow waves and circumference.
spikes.

E [26] 6y/m c1036 T>Cp. Severe pharmaco-resistant 12d Seizure pattern Normal AEDs (not - No improvement Int. Dis., severe
Cys346Arg (likely multifocal epilepsy. Global right and left specified) developmental delay
pathogenic) hypotonia, no AHC temporal frontal

not lateralized

F[26] 4y/f c.1825G > T p. Stereotyped neurological 1 mos. Interictal EEG: Normal Rectal DZP, - No improvement Int. Dis., severe
Asp609Tyr spells, characterized by posterior slow other AEDs developmental delay: able
(likely pathogenic) dyspnoea, drooling, chewing, waves with left (not to sit and crawl. No oral

gaze deviation, predominance; specified) language, rudimentary
unresponsiveness, hypotonia Slow spike nonverbal communication.
with small choreic waves with right
movements of the hands, no or left
AHC multifocal pattern predominance.
G [30] 2y7m/ trinucleotide EOEE with late onset AHC 2 mos. Spikes and slow  Normal CBZ, CZP, (PB&VPA Clinical and cognitive Int. Dis., severe global
m deletion (Hemi- and quadriplegic), waves left MDZ, TPM (<2m)) LEV, improvement, frequency developmental delay
€.2266_2268delGAC  Nystagmus, apnoea, fronto-temporal VPA, KD of both epileptic and
p-Asp756del hypotonia, Focal SE at onset (>20 m) AHC manifestations
(likely pathogenic) and at two more episodes significantly decreased.
Combination Daily/more — 16 m
therapy seizure free, then every
2-3m

H[31] 10y/f c2443G>A AHC, abnormal ocular 20 hrs Multifocal sharp  Hypoplasia of the VPA FLU, Reduced frequency of Int. Dis., severe complex
p.Glu815Lys movements, tonic and and slow waves  anterior commissure TPM, DZP paroxysmal attacks movement disorder
(pathogenic) dystonic attacks, focal during sleep and corpus callosum Focal seizures characterized by choreo-

temporooccipital seizures, at prevailing right Combination responsive to DZP, GTCS  dystonic and myoclonic
8y: GTCS, focal status frontotemporal therapy good clinical response to  features, global hypotonia,

epilepticus

TPM, yet SE at 10y

mental retardation, no

ve
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1[32]

J[33]

K[1]

L[1]

M [34]

N [35]

5y/m

17y/f

16 m/

4y/m

25y/f

5y/f

7y/m

15y/m

21y/m

€.2443G > A p.
Glu815Lys
(likely pathogenic)

c.1747G > T p.
Asp583Tyr
(likely pathogenic)

c.1073G > T p.
Gly358Val
(likely pathogenic)

c.1088 T > A p.
1le363Asn
(likely pathogenic)

c.2401G > A; p.
Asp801Asn
(pathogenic)

c.2267G > A
p.Arg756His (likely
pathogenic)

c.2552A > C, p.
GIn851Pro
(pathogenic)

Cc.2479A > T, p.
Arg827Trp
(pathogenic)

c.410C > A, p.
Ser137Tyr
(pathogenic)

AHC, multifocal epileptic
seizures, recurrent left-sided
SE

Focal right motor seizures,
generalized weakness, AHC,
bradykinesia, apathy

Neonatal multifocal seizures,
recurrent SE, nystagmus,
disconjugate gaze, mouth
and tongue movements,
reduced responsiveness,
continuous athetotic
movements, postnatal
microcephaly

Focal seizures with apnea,
gaze deviation, and
decreased, responsiveness,
Dystonic spells, Alternating
hemiplegia (at 4y), postnatal
microcephaly

AHC, mild form of epilepsy
with focal seizures

RDP, hypotonia, ataxia,
dysphagia, partial complex,
multifocal seizures arising
from bilateral parasagittal
regions

AHC, tonic seizures, right and
left focal clonic. NCSE at age
3 years and 4 months.

AHC, nystagmus, focal clonic
seizures, tonic seizures, SE

AHC, GTCS, hypomotor
seizures, SE

2yr.

3 mos.

4 hrs.

4 wks.

2 mos.

4 yr.

5 mos.

11 mos.

13 yr.

Interictal EEG:
bilateral IEDs;
maximum
frontal, slowing
the left
hemisphere

IED left temporal

Multifocal
seizures

Diffuse slowing
but no
epileptiform
discharges.
(Right
hemispheric
electrographic
seizure)

IED temporo-
occipital

Normal

Normal at age
3y. Generalized
rhythmic slow
waves (during
NCSE episode)

Epileptiform
discharge from
left paracentral
head regions
Mild generalized
encephalopathy.
Intermitted slow
bifrontal regions.

Bilateral MTS and a
left-sided ischaemic
lesion.

Normal

Progressive atrophy,

widening of cerebellar

sulci, extensive gliosis

Normal

N.A.

Normal

Normal

Right gliosis and
cerebral atrophy

LEV, OXC,

TPM, KD, VNS

PB, other
AEDs (not
specified)

LEV, LTG, LZP

AEDs, (not
specified),

FLU, calcium
channel
blocker, Anti-
migrainous
drugs

CBZ, LTG,
TPM, FLU,
LEV, PB, PHT,
CZP, AZA

PHT, PB, LEV,
VPA

ZNS, CLB, PB,
chloral
hydrate, AZA

PB, CBZ

Combination
therapy

Betamethasone

Monotherapy

LEV

Monotherapy

PHT for SE,
VPA, TPM

Combination
therapy

No improvement,
recurrent SE

‘Proved effective’ (not
specified)

No improvement,

Recurrent SE, death at

16 m

No improvement

Complete aborted
symptoms, relapsed
after 4-week

course — relapse of
symptoms

‘Responded’

No improvement

No improvement

Reduced seizure
frequency but did not
prevent status
epilepticus 2-3/years

vocalization
Int. Dis., severe
psychomotor disability

Int. Dis., slight delay in
motor and cognitive skills,
psychotic ideation with
auditory and visual
hallucinations, and anorexic
behaviour.

Int. Dis., death at 16 months
of age - Report of autopsy:
gliosis of: hippocampus,
basal ganglia, increased
microglia, normal
myelination. Gliosis in
cerebellum, brainstem and
spinal cord

Int. Dis., severe
developmental

disability

Int. Dis., developmental
delay

Int. Dis., severe
developmental delay

Int. Dis., severe
developmental
disability

Int. Dis., severe
developmental disability,
hemiplegic/quadriplegic
attacks

Severe Int. Dis.,

(continued on next page)
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Table 1 (continued)

Patient Age/ Variant Phenotype Age at EEG MRI Unsuccessful  Successful Effect on Epilepsy Int. Dis./Developmental
Sex NM_152296.5 seizure AEDs AEDs status
onset
4 16y/f C2429T>G,p. AHC, GTCS, Opsoclonus 5 yr. Normal Normal PRO, TPM, CBZ, Seizure free after age 5y  Severe Int. Dis., regression
Ile810Ser (FLU for AHC) at 6w
(pathogenic) Combination
therapy
5 7y/f C.2401G > A, p. AHC, GTCS, disconjugate eye 7 mos. Normal Normal PRO VPA, PHT Seizure free for at least Moderate Int. Dis.
Asp801Asn movements since 1y
(pathogenic) Combination
therapy
6 19y/f  ¢.2401G > A, p. Generalized hyperkinesia, 2 mos. Normal Normal (VPA, PB) (VPA, PB) Seizures only during Int. Dis., developmental
Asp801Asn Choreoathetosis, febrile childhood. Effect of AEDs  delay, walking at age 11,
(pathogenic) seizures Combination not clear. Attacks didn’t  only able to speak few
therapy reoccur after stop of words at age 19
AEDs
7 22y/m  c.2332A > C, Generalized dystonia 13 yr. Normal Dilated lateral OXC, CLB LEV, LTG, No evidence of epileptic  Int. Dis., severe
p.Thr778Pro responding to BTX injections, ventricles with seizures during the past  developmental regression
(NM_152296.4) regression of psychomotor unknown Combination 3 years under a current  starting at age 13 years
(likely pathogenic) development, generalized effect - therapy AED combination of LTG  rapidly worsening over a
epileptic and also presumed aborted and LEV (previous period of 2.5 years, not able

psychogenic non-epileptic
seizures

outcome of OXC not
documented)

to speak

AHC (alternating hemiplegia of childhood), AED (anti-epileptic drug), AZA (acetazolamide), BTX (botulinum toxin), CBZ (carbamazepine), CLB (clobazam), CZP (clonazepam), d (days) DZP (diazepam), EEG (electroencephalography),
EOEE (early onset epileptic encephalopathy), FLU (flunarizine), GTCS (generalized tonic clonic seizure), hrs. (hours) [ED (interictal epileptic discharge), Int. Dis. (Intellectual disability), KD (ketogenic diet), LEV (Levetiracetam), LTG
(lamotrigine), LZP (lorazepam), m (months) MDZ (midazolam), MRI (magnetic resonance imaging), MTS (mesial temporal sclerosis), NCSE (nonconvulsive status epilepticus), OXC (oxcarbazepine), PB (phenobarbital), PHT
(phenytoin), PRO (propranolol), RDP (rapid-onset dystonia parkinsonism), SE (status epilepticus), STM (sulthiame]), TPM (topiramate), VNS (vagus nerve stimulation), VPA (valproic Acid), wks. (weeks), yr. (year).

9€
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3.5. Neuroimaging

Brain MRI data were available for 19 patients (90%). Hippocam-
pal sclerosis was detected in five subjects (26%), while three of
them additionally showed signs of widespread atrophy. With two
more patients presenting atrophic observations in diverse areas,
and one showing dilated lateral ventricles, the prevalence of patho-
logical findings in neuroimaging was 42%. Four of five patients
with hippocampal sclerosis on MRI had SE suggesting a significant
correlation (p = 0.019, Chi2—test).

4. Discussion
4.1. Treatment of epileptic seizures

Results of this literature and case review show that treatment
responses to AEDs are only rarely reported in patients with ATP1A3
related seizures, despite the high incidence and clinical signifi-
cance of seizures in this syndrome. Thus, this systematic report
combined with data of our own patients yielded only a few
patients for analysis. No significant treatment response to seizure
medication could be achieved in almost half of the cases (43%).
By comparing our seven patients to the 14 cases reviewed, the
prevalence of effective treatments was slightly higher in our
patients. The difference (67% vs. 50%) should be interpreted cau-
tiously given the small sample size. Among the most commonly
used AEDs, the rates of successful trials within the cohort were
never > 50%. VPA (3/3) and PHT (2/2) showed the strongest success
ratios while LEV (3/6) and PB (2/5) performed most poorly. The
partial efficiency of TPM (2/3) in seizure reduction corresponds
with previous findings in literature. While there were consistent
reports about reducing hemiplegic attacks in ATP1A3 patients [5],
there were both reports advocating for a seizure reduction in
AHC patients through TPM [6], and others contradicting this find-
ing [7].

As an alternative to standard AEDs, the positive effects of KD
shown in patients A and G were in accordance with other AHC case
reports [8-10]. While previous case reports only mentioned a pos-
itive effect on hemiplegic attacks in AHC patients, patients A and G
also experienced a reduction of seizures. However, the results of
two other KD trials covered in this review (patients D and I) do
not necessarily underpin the hypothesis of KD being a first line
anti-epileptic therapy in ATP1A3 patients. Nevertheless, since KD
was not been prescribed in any of our own seven patients, it repre-
sents a viable treatment option. Patient M’s total relief from AHC
related symptoms (including epileptic seizures) for four weeks
through steroid therapy with betamethasone also gives cause to
address this treatment option further. However, due to loss to
follow-up, the long-term outcome of this therapy is unknown. Fur-
ther, our findings confirm that although some drugs appear to be
more effective than others, there is no single agent with explicitly
higher potency for epileptic ATP1A3 patients. From the present
body of evidence it cannot be concluded whether this is due to
the small number of subjects analysed in this review or due to
the medical refractoriness of the disease.

There are singular, thorough reports of other drugs, such as
aripiprazole, having significant effects on otherwise pharmaco-
resistant epileptic AHC patients [11]. However, since verification
of the ATP1A3 mutation was not given (report published before
2012), they were not listed in Table 1. Another report described
improvement of hemiplegic attacks in a patient with AHC through
oral ATP [12]. Since epileptic seizures were not explicitly described,
and this was the only trial thus far, it cannot be concluded that oral
ATP would also reduce ATP1A3 related epileptic symptoms. Never-
theless, if large-scale trials confirm the efficiency for seizure

reduction in ATP1A3 patients, it may become a noteworthy treat-
ment alternative.

4.2. Clinical findings

The correlation and sequence of SE and hippocampal sclerosis
(MTS), implied by the Chi%-test result, has already been the topic
of vivid scientific discussion [13]. Although some studies failed to
provide evidence for the existence of a strong correlation [14,15],
the majority of recent publications points towards a considerable
association. In rat models it has been demonstrated that provoked
status epileptici led to reoccurring seizures, neuronal loss and sub-
sequent gliosis within the hippocampus [16,17]. Other rat trials
and human clinical data indicate that early life status epileptici
suppress neurogenesis in the developing brain [18-21], and that
a young age at seizure onset, as well as length of seizures, correlate
with decreased hippocampal glucose metabolism in patients with
MTS [22].

Putting the ATP1A3 mutations in context, one may begin to con-
struct a pathway of causality: Pathogenic genetic variants (such as
in ATP1A3) predisposing for SE, SE damaging the mesial temporal
lobe through different potential pathways (e.g. Olneys excitotoxic
theory [23]) and finally the MTS as a consequence of these injuries,
which increases the risk of reoccurring seizures through reduced
GABA-mediated inhibition (loss of inhibitory neurons or missing
excitatory input to these), or misdirected regeneration, that causes
a novel recurrent excitatory circuit [24,25].

4.3. Demographic data

Both the median time of seizure onset at 2 months of age, as
well as the overwhelming occurrence of intellectual disability
amongst the cohort, stress the severity of epileptic symptoms
and the need for targeted treatment. Further, the median time
interval of 11 years between age of onset and genetic testing
among our seven patients is high. This underlines that genetic test-
ing should be performed earlier during the diagnostic work-up.
Thus, stressful diagnostic interventions, such as brain MRIs with
sedation, could be avoided and more targeted therapies may be
introduced earlier.

4.4. Limitations

Although the seizure burden portrays a significant clinical issue
in patients with ATP1A3 mutations [1,26,27], only 7.4% of the iden-
tified 188 published cases provided information about AED treat-
ment. Since a great proportion of patients had to be excluded,
specific phenotypes might be over- or underrepresented in our
cohort. Thus, the universality of this systematic reports’ findings,
combined with data from our own patients, is limited. Another
general issue that occurred while investigating reports for effective
treatments was the unclear degree of seizure reduction through
AEDs. Phrases like ‘seizures responded’, ‘significant’, ‘moderate
reduction’, or ‘reduced frequency’ are not as relatable as a numer-
ical variable would be. One possible solution could be a mandatory
classification of future case reports according to the CGI-I, in which
the American Epilepsy Society characterizes a reduction of seizure
frequency of 44% as a clinically meaningful cut-off point, while a
reduction of 60-68% is regarded as ‘very much improved’ [28]. In
case of patient 6, the degree of treatment response could not be
detected, since febrile seizures reported in childhood did not re-
occur neither before nor after the termination of therapy. Hence,
the diagnosis of epilepsy and the effectiveness of treatment remain
unknown.
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5. Conclusion

Findings of this case study and literature review can be summa-
rized in three main points: Firstly, the overwhelming number of
publications concerning ATP1A3 related epilepsy fail to provide
information about seizure treatment. Secondly, the relevant treat-
ment data is oftentimes nonnumerical and therefore unclear, and
therefore insufficient for clearly rating individual AEDs’ effective-
ness. Finally, for almost half of the patients (43%) adequate seizure
control was not achieved. The data presented implies that treat-
ment solutions should be constructed tailored to patients’ needs.
Consequently, further studies with detailed treatment information
and quantified effects are needed in order to address the health
burden of epilepsy in the population with ATP1A3.
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