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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

11. CADASIL UND SEINE BEDEUTUNG IN KLINISCHER UND
WISSENSCHAFTLICHER HINSICHT

CADASIL (das Akronym steht fir ,Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy with
Subcortical Infarcts and Leukoencephalopathy®, im Deutschen zu Ubersetzen mit
,zerebrale autosomal-dominante Arteriopathie mit subkortikalen Infarkten und
Leukenzephalopathie®) ist eine autosomal-dominant vererbte neurodegenerative
Erkrankung, die auf Mutationen im humanen Gen fir Notch3 beruht. Sie manifestiert
sich in der Regel mit migraneartigen Kopfschmerzen mit Beginn um das 30.
Lebensjahr und rezidivierenden ischamischen Schlaganféllen, die im mittleren
Erwachsenalter einsetzen und zu progredienten neurologischen Ausféllen fihren.
Weitere bedeutende Kernsymptome sind die Entwicklung von kognitiven Defiziten bis
hin zur subkortikalen Demenz sowie psychiatrische Manifestationen. In der
zerebralen MRT-Bildgebung lassen sich in der Regel bereits in einem frihen, zum
Teil noch prasymptomatischen Krankheitsstadium auffallige Veranderungen der
weillen Substanz in Form von multiplen Marklagerldsionen sowie im Verlauf
zunehmend lakundre Infarkte darstellen. Das morphologische Korrelat der
Erkrankung ist eine Leukenzephalopathie mit subkortikalen Infarkten infolge einer
zerebralen nicht-arteriosklerotischen und nicht-entziindlichen Angiopathie, die
vorwiegend kleine bis mittelgroRe Hirngefélle betrifft und gekennzeichnet ist durch
eine Degeneration von vaskuldren glatten Muskelzellen (VSMCs: vascular smooth
muscle cells) sowie die Ablagerung von sog. granuldrem osmiophilen Material
(GOM).

Klinische Bedeutung ist der Erkrankung insofern beizumessen, da sie die haufigste
Ursache einer hereditar bedingten vaskuldren Demenz und eine der haufigsten
diagnostizierbaren Ursachen von hereditdr bedingten Schlaganfallen bei jungen
Erwachsenen darstellt. CADASIL tragt vermutlich zu ca. 1.2 % aller Schlaganfélle im
jungen Lebensalter bei und ist ursachlich fur bis zu 9 % aller rezidivierenden
zerebralen Infarkte verantwortlich. In wissenschaftlicher Hinsicht kann CADASIL —
als Vertreter einer klassisch monogenetischen Erkrankung — als Modell fur Studien
von genetischen und pathophysiologischen Aspekten der Migréne, hereditar
bedingten Schlaganféllen, Demenzen sowie zerebralen Mikroangiopathien/
vaskularen Leukenzephalopathien dienen. Im Besonderen ist die Eignung als Modell

fur die Erforschung der reinen vaskularen subkortikalen Demenz hervorzuheben.
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1.2. HISTORISCHES ZU CADASIL

1977 stellten Sourander und Walinder eine neue Erkrankung vor, die von ihnen als
,hereditdre Multiinfarkt-Demenz“ bezeichnet wurde. Sie berichteten Uber eine
schwedische Familie, in der 5 Mitglieder rezidivierende Schlaganfélle mit Beginn vor
dem 40. Lebensjahr erlitten und 4 dieser Patienten eine langsam fortschreitende
Demenz in der Abwesenheit einer Bluthochdruckerkrankung entwickelt hatten. Bei
der autoptischen Untersuchung fanden sich grof3flachige Marklagerldsionen und
umschriebene subkortikale Infarkte, offensichtlich auf dem Boden einer nicht
arteriosklerotischen Angiopathie der kleinen GefédlRe ohne Ablagerungen von
Amyloid. Unabhangig davon beschrieben Stevens und Kollegen eine familidre Form
einer chronisch vaskuldren Enzephalopathie, die Uberwiegend im jungen
Erwachsenenalter beginnt und mit neuropsychiatrischen Symptomen einhergeht
(Stevens et al, 1977). Die schwedische Arbeit (Sourander und Walinder, 1977) wurde
lange als erster Bericht von CADASIL aufgefasst. Nach einer grindlicheren Analyse
der Literatur ist die erste CADASIL-Familie wahrscheinlich bereits 1955 durch van
Bogaert (Davous, 1998) beschrieben worden. Zu diesem Zeitpunkt war CADASIL als
Krankheitsentitdt noch nicht bekannt und eine familidre Form der Binswanger-
Krankheit angenommen worden (van Bogaert, 1955). Da sich van Bogaert in seiner
Arbeit auf eine Beschreibung einer ahnlichen Erkrankung durch Mutrux (Mutrux,
1951) bezieht, gibt es Hinweise fir eine bereits noch frihere erste Darstellung
dieser Erkrankung.

Ab Ende der 70er bis in die Mitte der 90er Jahre hauften sich Berichte mit
Beschreibungen von jeweils &hnlichen Krankheitsbildern, die vorerst noch
verschiedene Bezeichnungen erhielten: ,chronic familial vascular encephalopathy*
(Stevens et al., 1977), ,hereditary multi-infarct dementia“ (Sonninen und Savontaus,
1987), ,autosomal dominant syndrome with strokelike episodes and
leukoencephalopathy® (Tournier-Lasserve et al, 1991), ,familial subcortical dementia
with arteriopathic leukoencephalopathy“ (Davous and Fallet-Bianco, 1991), ,slowly
progressive familial dementia with recurrent strokes® (Salvi et al, 1992) und ,a familial
disorder with subcortical ischemic strokes, dementia and leukoencephalopathy” (Mas
et al, 1992). Klar herausgearbeitet wurde die Einheitlichkeit des Krankheitsbildes
durch die Arbeiten von E. Tournier-Lasserve und M. G. Bousser.

Durch Tournier-Lasserve und Kollegen wurde 1993 der Terminus ,Cerebral

autosomal dominant arteriopathy with subcortical infarcts and leukoencephalopathy”
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vorgeschlagen und dankbarerweise dafiir auch das Akronym ,CADASIL® gepragt.
Mittels genetischen Kopplungsanalysen innerhalb von zwei groRen franzésischen
Familien gelang es dieser Arbeitsgruppe 1993 auch, den Krankheitslokus auf das
Chromosom 19 (19912) zu kartieren (Tournier Lasserve et al, 1993). Drei Jahre
spater konnte dieselbe Gruppe durch Einbezug von 13 zuséatzlichen Familien die
kritische CADASIL-Region auf ein Intervall von 2 Centimorgan einengen bzw. auf die
Chromosomenposition 19p13.1 prazisieren sowie die genetische Homogenitat der
Erkrankung bekréftigen (Ducros et al, 1996). Mit Hilfe eines Positionsklonierungs-
Ansatzes und Nachweis von ersten humanen Mutationen wurde kurze Zeit spater
Notch3 als das defekthafte Gen hinter der Krankheit identifiziert (Joutel et al, 1996
und 1997). Die Identifizierung des genetischen Defekts erlaubte in der Zukunft nicht
nur die Determination des molekularen Hintergrundes, sondern auch die Definition
der klinischen Charakteristika von CADASIL.

Die urspriinglich von Sourander und Walinder 1977 beschriebene schwedische
Familie wurde in der kirzeren Vergangenheit nochmals detailliert untersucht. Dabei
konnten weder Notch3-Mutationen noch CADASIL-spezifisches granuldres
osmiophiles Material in den Arterien der Patienten gefunden werden (Low et al,
2007). Retrospektiv muss diese Familie daher an einer anderen vererbten,
molekulargenetisch bisher nicht definierten Erkrankung der vaskuldren Demenz

leiden.

1.3. EPIDEMIOLOGIE

Die genaue Inzidenz und Pravalenz von CADASIL ist unbekannt. Fur eine Region im
Westen Schottlands wurde die Pravalenz mit 1.98 : 100 000 Einwohner angegeben,
unter Berlcksichtigung von Familienanamnesen mit Einbezug von Individuen mit
vorausgesagter Diagnose auf ca. 4 : 100 000 beziffert (Razvi et al, 2005%). Ahnliche
Prévalenzdaten finden sich in Finnland (Kalimo et al, 2008). Nach Berechnungen von
M. Dichgans (LMU Minchen) liegt die Gentrager-Frequenz fur Suddeutschland bei
ca. 1 : 150 000. Frauen und Manner sind gleich haufig betroffen. Die Erkrankung
findet sich weltweit und in allen ethnischen Gruppen, auffallend ist die Vielzahl von
Berichten aus Europa (wo auch die ersten CADASIL-Familien beschrieben wurden).

Im Rahmen einer molekulargenetischen Untersuchung von Patienten mit lakunéren
zerebralen Infarkten und gleichzeitig MR-morphologisch  imponierender
Leukenzephalopathie konnte CADASIL bei ca. 2 % der < 65-jghrigen und ca. 11 %
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der < 50-jdhrigen Individuen als zugrunde liegende Erkrankung gefunden werden
(Dong et al, 2003).

1.4. KLINIK UND KLINISCHE HAUPTMANIFESTATIONEN

Die klinischen Hauptmanifestationen des CADASIL-Syndroms sind durch folgende 4
Charakteristika zu beschreiben:

1) Migrane-Kopfschmerzen (mit Aura)

2) rezidivierende zerebral-ischdmische Ereignisse (TIA's und/oder Schlaganfélle)

(

(

(3) psychiatrische Symptome/Stérungen und/oder Apathie sowie
(4) kognitiver Abbau mit Fortschreiten in eine subkortikale Demenz
(

Chabriat et al, 1995%; Dichgans et al, 1998; Opherk et al, 2004; Chabriat et al, 2009).

Erste Symptome von CADASIL entwickeln sich in der Regel in der dritten bis vierten
Lebensdekade, kdnnen sich aber bereits in der ersten oder erst spét in der siebten
Dekade prasentieren. Obwohl jede der 0.g. Manifestationen isoliert auftreten kann,
entwickeln sie sich in der Regel im sukzessiven temporalen Ablauf mit einer vom
Alter und der Erkrankungsdauer abhéngigen Variation in Frequenz und Auspragung.

Der prototypische Phanotyp einer CADASIL Erkrankung beginnt mit einer Migrane
und zerebralen MRT-Auffalligkeiten in der dritten bis vierten Lebensdekade, gefolgt
von ischamischen Schlaganféllen in der flnften Dekade (die Migrane geht den
ischdmischen Insulten in der Regel um ca. 10 Jahre voraus), einer subkortikalen
Demenz in der sechsten Dekade und letztendlich dem Tod wahrend der siebten
Dekade (Bousser et al, 1994; Chabriat et al 1995% Dichgans et al, 1998; Vahedi et al
2004; Chabriat et al 2009) (Vgl. Abb. 1).

Das phéanotypische Spektrum und der Verlauf von CADASIL sind allerdings
ausgesprochen pleomorph und variabel, sowohl intrafamiliar wie auch interfamiliar.
Sogar im Falle eines monozygoten Zwillingspaares konnten differierende klinische
Phanotypen gefunden werden (Mykkénen et al, 2008). Neben Fallen mit frihem
Beginn und rasch fortschreitender Behinderung gibt es sehr gutartige Verlaufe mit
langjéhriger Beschwerdefreiheit. Eine frihe Erstmanifestation bedeutet dabei nicht
notwendigerweise eine rasche Erkrankungsprogression. Umgekehrt ist ein zunéchst
asymptomatischer Verlauf kein Ausschluss einer Krankheitsprogression, da
asymptomatische Individuen sog. ,stille® MRT-Lasionen akkumulieren kénnen, die
spater zu einem kognitiven Abbau beitragen kénnen.
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Die mittlere Erkrankungszeit von der klinischen Erstmanifestation (in den meisten
Studien durch die erste TIA bzw. den ersten definitiven Schlaganfall determiniert) bis
zum Tod wird mit ca. 20-25 Jahren beziffert (Streuung zwischen 3 und 43 Jahren),
das mittlere Todesalter betragt 60-65 Jahre (Streuung 30-80 Jahre). (Chabriat et al,
1995% Dichgans et al, 1998). Opherk und Mitarbeiter (2004) berichteten dabei Uber
statistisch signifikante Unterschiede zwischen Mannern und Frauen sowohl
hinsichtlich Erkrankungsdauer vom ersten Schlaganfall bis zum Tod (6.6 Jahre
Differenz; Manner: 19.3 vs. Frauen: 25.9 Jahre) wie auch Todesalter (6.1 Jahre

Differenz; Mé&nner: 64.6 vs. Frauen: 70.7 Jahre).

Abb. 1: Typische Hauptmanifestationen von CADASIL im zeitlichen Verlauf:

Exekutive Dysfunktionen  Demenz

Motorische Behinderung

Apathie

Affektive Storungen

Ischimischer Schlaganfall

IMigrane mit &ura

T2 Hyperintensitidten derweilen Substan= (MRT)

T T T T T T T T >
10 20 30 40 50 80 70 80

Alter (Jahre)

1.4.1. Migréne (mit Aura)

Migrane-Kopfschmerzen sind ein haufiges und anamnestisch wichtiges
Frihsymptom der Erkrankung. Insgesamt leiden ca. 40 % der CADASIL Patienten an
einer Migrane, der in gréeren europdischen Studien angegebene Anteil an
betroffenen Individuen bewegt sich zwischen 22 und 64 % (Chabriat et al, 1995%
Dichgans et al 1998; Markus et al, 2002; Vahedi et al, 2004). Wenn Migrane auftritt,
ist sie Ublicherweise das friheste Symptom der Erkrankung. Das mittlere
Manifestationsalter liegt bei 30 Jahren, das Auftreten kann jedoch von der frihen
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Kindheit bis jenseits des mittleren Erwachsensalters variieren (6 — 54 Jahre; Chabriat
et al, 1995°; Dichgans et al, 1998; Desmond et al, 1999; Vahedi et al, 2004).

In der Majoritét der Félle ist die Migrane mit einer Aura assoziiert (bis zu 90%;
Dichgans et al, 1998). In ca. 40-50 % erleiden die Patienten dabei klassische bzw.
typische Aurasymptome, die sich in Form von visuellen, sensorischen, motorischen
oder aphasischen Ausfallen sowie verschiedenen Kombinationen davon auf3ern
kénnen. In einem auffallend hohen Anteil von ca. 50-60 % finden sich atypische oder
besondere Formen der Aura, zu nennen sind prolongierte oder aufiergewohnlich
schwere Auren, Bilder einer basilaren oder hemiplegischen Migrane oder isolierte
Auren ohne Kopfschmerzen (Vahedi et al, 2004). Auch sind Patienten mit einer
Migréne ohne Aura sowie mit nicht-migrédnésen Kopfschmerzen beschrieben worden.
Im Gegensatz zur Migrdne mit Aura scheinen diese beiden Kopfschmerzformen
allerdings etwa in gleich haufiger Frequenz wie in der Normalbevélkerung
vorzukommen.

Generell ist die Migrane-Attackenfrequenz von verschiedenen Patienten
hochvariabel und kann sich interessanterweise im Verlaufe der Erkrankung
verandern. Viele Patienten berichten Uber einen Anstieg der Attackenfrequenz vor
und eine Abnahme der Frequenz sowie der Intensitat der Kopfschmerzen nach dem
ersten Schlaganfallereignis (Dichgans et al, 1998). Auch entwickeln Patienten, die
als Erstsymptom einen Schlaganfall présentieren, in der Folge weniger haufig
Migrane-Kopfschmerzen.

In einigen Familien scheint die Migrane das prominent vorherrschende Symptom der
Erkrankung zu sein (Verin et al, 1995; Chabriat et al, 1995°; Mellies et al, 1998).

1.4.2. Zerebrale Ischémien, subkortikale ischdmische Ereignisse

Das haufigste Leitsymptom der CADASIL-Erkrankung sind im mittleren Lebensalter
einsetzende und rezidivierende zerebrale Durchblutungsstérungen in Form von
transitorisch-ischdmischen Attacken (TIA's) oder Schlaganféllen. In den gréfiten
klinischen Studien haben 83 % (172/206) der Patienten in der symptomatischen
Phase TIA's oder Schlaganfille erlitten (Chabriat et al, 1995% Dichgans et al, 1998;
Peters et al, 2004%). Das Alter beim klinischen Einsetzen von zerebralen Ischamien
variiert mit einer grofen Spannbreite von 10 bis 70 Jahren (Chabriat et al, 1995%
Dichgans et al, 1998; Desmond et al, 1999; Peters et al, 2004%, Opherk et al, 2004;

Granild-Jensen et al, 2009). Das mittlere Manifestationsalter liegt innerhalb der 5.
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Lebensdekade mit 46.1 (nach Dichgans et al, 1998) resp. 49.3 Jahren (nach
Chabriat et al, 1995%). In beinahe der Halfte der Patienten ist das ischimische
Ereignis das erste Symptom von CADASIL (Dichgans et al, 1998; Desmond et al,
1999).

Im frihen Stadium der Erkrankung bestehen zerebrale Ischamien typischerweise aus
milderen TIA's, deren Symptomatik sich schnell zurtickbilden kann und die dadurch
klinisch eventuell nur schwer von migrénésen Auren oder hemiplegischen Attacken
unterschieden werden kénnen. Die Mehrzahl der ischdmischen Ereignisse lassen
sich klassischen lakunaren Syndromen zuordnen (entsprechend der relativ geringen
Grolke von subkortikalen Infarkten). Letztere kénnen sich als rein motorische (,pure
motor stroke®), rein sensorische (,pure sensory stroke®), kombinierte
sensomotorische (,sensorimotor stroke®) Ausféalle, als ataktische Hemiparese oder
als ,dysarthria-clumsy hand syndrome® duf3ern (Chabriat et al 2003; Kalimo et al,
2008). Die ischamischen Ereignisse betreffen beinahe ausschliellich subkortikale
Strukturen, wobei vereinzelt auch von (mdéglicherweise koinzidenten) territorialen
Schlaganféllen berichtet wurde, die die Versorgungsgebiete der gro3en Hirnarterien
betrafen und den Kortex mitbeteiligten (Rubio et al, 1997; Gong et al, 2010). Kleine
asymptomatische ischamische Lasionen sind nicht ungewéhnlich und werden gemaf
prospektiven Evaluationen in ca. 10 % der Patienten gefunden (Moon et al, 2003;
O’Sullivan 2003). Multiple Infarkte kdnnen auch simultan auftreten (Gobron et al,
2006).

Die meisten Patienten (um 80 %) offenbaren im Verlauf rekurrierende zerebrale
Ischamien, die permanente Defizite hinterlassen kdénnen. Letztere koénnen
akkumulieren und zu einer stufenweisen Progression bis hin zu einer schweren
Behinderung fuhren. Mit Fortschreiten der Erkrankung entwickelt sich konsekutiv oft
(31-52 %) ein pseudobulbarer Status (mit pseudobulbdrer Paralyse im Sinne einer
Dysarthrie, Dysphagie, gesteigertem Masseterreflex, emotionaler Labilitdt und
Affektinkontinenz), haufig in Verbindung mit einer spastischen Tetraparese mit
entsprechenden Gangstérungen und eingeschrankter Mobilitdt sowie einer
Urininkontinenz (Chabriat et al, 1995% Ragno et al, 1995; Dichgans et al 1998;
Opherk et al, 2004). Insgesamt seltener ist auch die Entwicklung von vaskuléren
Parkinsonsyndromen und weiteren extrapyramidalen Bewegungsstdérungen infolge
von Infarkten im Basalganglienbereich beschrieben worden (Van Gerpen et al, 2003;
Miranda et al, 2006; Wegner et al, 2007). Im Alter von 60 Jahren erreichen Uber 50
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%, mit 65 Jahren insgesamt 63 % der Patienten einen Behinderungsgrad von 4 auf
der Rankin Skala (Graduierung des Outcomes nach Hirninfarkten von 0-5 nach
Rankin, 1987), der einer méRigen bis schweren Behinderung entspricht bzw. einer
notwendigen Hilfestellung bei den taglichen Verrichtungen und beim Gehen
gleichzusetzen ist (Dichgans et al, 1998).

Die zerebralen Schlaganfélle ereignen sich in der Regel — und insbesondere im
jungen Lebensalter - in Abwesenheit von klassischen kardiovaskularen
Risikofaktoren (Tournier-Lasserve et al, 1993; Bousser et al, 1994; Chabriat et al,
19952, Desmond et al 1999). In einer neueren Studie, in der eine groRe, prospektiv
rekrutierte Kohorte von 127 CADASIL-Patienten analysiert wurde, konnte allerdings
bei 20 % der Betroffenen eine arterielle Hypertonie sowie in ca. 50 % der Faélle
Risikofaktoren wie hohe Cholesterinwerte und Rauchen gefunden werden. Diese
Studie legt dariberhinaus signifikante Assoziationen von fortgesetztem Rauchen mit
einem frilheren Auftreten von Schlaganfallen sowie einer Hyperhomozysteinamie mit

einem frihen Manifestationsalter der Migréane nahe (Singhal et al, 2004).

1.4.3. Progressiver kognitiver Abbau und Demenz

Kognitive Defizite sind nach zerebrovaskuldren Ereignissen die zweithaufigste
klinische Manifestationsform der CADASIL-Erkrankung. Das Spektrum reicht von
diskreten kognitiven Einschrénkungen mit vorwiegend exekutiven
Funktionsstérungen bis hin zu einer schweren, typischerweise subkortikalen
Demenz, die im kognitiven Profil einer sporadischen subkortikalen ischdmischen
vaskularen Demenz (,SIVD®) bemerkenswerterweise sehr &hnlich ist (Charlton et al,
2006; Dichgans, 2009). Das Hauptmanifestationsalter der subkortikalen Demenz liegt
in der 5.-7. Lebensdekade, 60-80 % (bzw. mindestens zwei Drittel) der Patienten
werden im Alter von 60 Jahren das Stadium einer Demenz entwickelt haben
(Dichgans et al, 1998; Opherk et al, 2004). Erste, subtile Zeichen kognitiver
Veradnderungen finden sich in der Regel in Form von Stérungen von exekutiven
Funktionen (,dysexecutive syndrome®) und einer Verlangsamung der kognitiven
Verarbeitungsgeschwindigkeit (,processing speed®). Stérungen der Aufmerksamkeit,
des Arbeitsgedachtnisses und eine reduzierte Wortflissigkeit (,verbal fluency®)
ergénzen das bereits in frihen Stadien relativ charakteristische kognitive Profil von
CADASIL-Patienten und unterstreichen die prominente Beeintrdchtigung von

frontalen, insbesondere exekutiven Kontrollfunktionen (Amberla et al, 2004; Peters et
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al, 2005; Buffon et al, 2006; Charlton et al 2006). Mittels geeigneten
neuropsychologischen Tests lassen sich diese Veranderungen schon bei relativ
jungen Patienten (eine exekutive Dysfunktion wurde bei allen Individuen im Alter von
30-50 Jahren in einer Serie von 42 symptomatischen Patienten detektiert; Buffon et
al, 2006) und bereits vor dem ersten Schlaganfall aufdecken (Taillia et al, 1998;
Amberla et al, 2004; Charlton et al, 2006). Die Entwicklung eines Vollbildes einer
Demenz vom subkortikalen Typus kann gekennzeichnet sein durch ein ausgepréagtes
dysexekutives Syndrom (mit Stérung im Bereich Zielformulierung, Initiation, Planung,
Organisation,  Abstraktion, Umstellfahigkeit/Flexibilitdt, = Sequenzierung und
Exekution), Konzentrations- und Aufmerksamkeitsdefizite, Stérungen von visuo-
raumlichen Fahigkeiten (in frihen Stadien oft lange erhalten) sowie zumeist moderat
ausgepragte Gedachtnisstérungen. Das semantische Gedachtnis ist oft erhalten,
Einschrankungen des episodischen Gedachtnisses werden typischerweise begleitet
von einem gestoérten freien Abruf von Gedé&chtnisinhalten (,recall®, der sich durch
externe Hinweise verbessern lasst), wahrend das Wiedererkennen (,recognition)
auch bei alteren und dementen Patienten oft noch intakt ist (Buffon et al, 2006).
Hinzutreten kdénnen Persdnlichkeitsveranderungen, Verhaltensauffalligkeiten, eine
Apathie, Affektstorungen sowie mit subkortikalen Ischdmien konsistente
neurologische Zeichen (wie z.B. Zeichen einer milden Beteiligung des oberen
Motoneurons, leichte extrapyramidale Zeichen, Gangschwierigkeiten,
Dranginkontinenz, spater pseudobulbdre Paralyse). Wie bei anderen subkortikalen
Demenzen ist die Sprache meistens gut erhalten, eine schwere Aphasie, Apraxie
oder Agnosie ist selten (Chabriat et al, 1995%; Dichgans et al 1998; Taillia et al, 1998;
Opherk et al, 2004; Peters et al, 2004® und 2005°; Buffon et al, 2006; Dichgans,
2009).

Einhergehend mit progressiv akkumulierenden ischadmischen Hirngewebsschaden
schreitet der kognitive Abbau bei CADASIL-Patienten mit dem Alter Ublicherweise
langsam fort. Zum Teil auf diesen Prozess aufgesetzt kann es zu stufenweisen,
relativ plétzlichen und drastischen Verschlechterungen der Kognition kommen,
zumeist im Rahmen von akuten ischamischen Episoden mit fokal-neurologischen
Symptomen. Amberla und Mitarbeiter (2004) beobachteten bei CADASIL-Patienten
zwischen dem ,Pra&“-Stadium vor dem ersten evidenten Schlaganfall und dem
folgenden ,Post“-Stadium signifikante Unterschiede in Bezug auf spezifische

exekutive Funktionen wie Verarbeitungsgeschwindigkeit und die kognitive
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Umstellungsfahigkeit. In ca. 5-15 % der Falle findet sich aber auch ohne klinisch
fassbare Schlaganfadlle ein Fortschreiten in eine vaskuldre Demenz. Bei dieser
Minoritdt von Patienten lassen sich MR-morphologisch jedoch stumme zerebrale
Infarkte nachweisen, welche zu progredienten L&sionen der weillen Substanz bzw.
subkortikalen Strukturen beitragen (Mellies et al, 1998; Desmond et al, 1999; Kalimo
et al, 2008).

1.4.4. Psychiatrische Stérungen, Apathie

Die Pravalenz von psychiatrischen Stérungen bei CADASIL-Patienten wird in der
Literatur mit 20-41 % angegeben (Chabriat et al, 1995% Dichgans et al, 1998;
Desmond et al, 1999; Valenti et al, 2008). Ublicherweise treten psychiatrische
Symptome erst zum Vorschein, wenn sich bereits andere Symptome etabliert haben.
Die deutlich am haufigsten berichteten psychiatrischen Manifestationen sind affektive
Stérungen (,Mood Disorders®, ca. 23-24 %). Innerhalb dieser Krankheitsgruppe
dominiert das Bild der ,Major Depression® (ca. 21 %; Desmond et al, 1999; Amberla
et al, 2004; Peters et al, 2005°; Singhal et al 2005), wahrend eine milde chronische
Depression (sog. Dysthymie) und bipolare Stérungen viel seltener sind (Valenti et al,
2008). Nur eine geringe Zahl von CADASIL-Patienten leidet an einer anderen Form
einer psychiatrischen Stérung. Beschrieben sind hier u.a. psychotische Stérungen
(manische oder schizophreniforme Bilder), Angst-, Anpassungs-, Personlichkeits-
und Verhaltensstérungen sowie Abhangigkeitserkrankungen (Valenti et al, 2008).

Die Apathie, definiert als Mangel an Motivation mit einem verminderten willkirlichen
oder zielgerichteten Verhalten, wurde erst kirzlich als wichtiges und hé&ufiges
Manifestationsmerkmal von CADASIL erkannt. Sie kann im Erkrankungsverlauf bei
bis zu 40 % der Patienten vorhanden sein und auch unabhangig von einer

Depression auftreten (Reyes et al, 2009).

1.4.5. Weitere Symptome und Befunde
Es gibt dartberhinaus einige - in der Regel eher seltenere und spezielle - Symptome

und Stérungsbilder, die bei CADASIL-Patienten gefunden werden konnten:

a) Epileptische Anfélle:
Bei ca. 5-10 % der Patienten kommt es zum Auftreten von epileptischen Anfallen, in

der Regel erst im spateren Verlauf der Erkrankung (mittleres Manifestationsalter liegt

-10 -



EINLEITUNG

bei ca. 50 Jahren, Streuung 23-63 Jahre; Dichgans et al, 1998). Ihre Natur und
Pathophysiologie ist nur dirftig verstanden. Oft sind den epileptischen Anfallen
klinisch fassbare Schlaganfélle vorausgegangen, so dass sie am ehesten sekundéar
zu ischamischen Schaden bzw. Defekten zu werten sind (Malandrini et al, 1997,
Dichgans et al, 1998; Haan et al, 2007; Valko et al, 2007). Anfallsrezidive sind haufig
(ca. 50 %).

b) Zerebrale Blutungen

GrolRere intrazerebrale parenchymatdse Blutungen (,intracerebral hemorrhage®: ICH
bzw. ,parenchymal brain hemorrhage“: PBH) wurden bei CADASIL-Patienten
vereinzelt beobachtet (Sourander und Walinder, 1977; Baudrimont et al, 1993;
Maclean et al, 2005; Ragoschke-Schumm et al, 2005), sind aber insgesamt unter
Bericksichtigung des fehlenden Nachweises in groRangelegten Serien als
ungewohnlich und eher selten einzustufen (Chabriat et al, 1995% Dichgans et al,
1998). Eine relativ hohe Rate von symptomatischen Blutungen wurde in kleineren
asiatischen Fallserien beschrieben (bis zu 25 % in einer koreanischen Population
von 20 Patienten (Choi et al, 2006), 23.8 % in einer taiwanesischen/chinesischen
Kohorte von 21 Patienten (Lee et al, 2009), wobei hier praktisch bei allen Patienten
ein arterieller Hypertonus als méglicher konfundierender Faktor vorlag). In wenigen
Fallen scheint eine antikoagulatorische Behandlung eine fatale zerebrale
Hamorrhagie verursacht oder zumindest beginstigt zu haben (Kalimo et al, 2002;
Werbrouck und de Bleecker, 2006; Oh et al, 2008).

Zerebrale Mikroblutungen (,cerebral microbleeds“: CM) sind dagegen als relativ
haufiger MR-morphologischer Befund zu finden, bleiben aber scheinbar klinisch
stumm bzw. weisen kein unmittelbar erkennbares klinisches Korrelat auf. Sie
kommen bei ca. 1/3 aller symptomatischen CADASIL-Patienten vor, wobei die
Haufigkeitsangabe — sicherlich auch stark abhangig von Studienpopulation und -
Setting — von 31 % (Lesnik Oberstein et al, 2001) bis zu 69 % (Dichgans et al,
2002°) variiert. Zerebrale Mikrohdmorrhagien kénnen in hamsensitiven MR-
Sequenzen als zumeist multifokale, kleine Areale mit Signalverlust visualisiert
werden und kommen bevorzugt in Kkortiko-subkortikalen Regionen, in der
subkortikalen wei3en Substanz, im Hirnstamm, in den Basalganglien und hier v.a. im
Thalamus vor (Lesnik Oberstein et al, 2001; Dichgans et al, 2002"). Kontrovers

diskutiert wird, ob sie ein erhdhtes Risiko fur spatere intrazerebral-parenchymale
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Blutungen darstellen und ob die zusatzlich h&ufig notwendige Verwendung von
Thrombozytenaggregationshemmern bei CADASIL-Patienten insbesondere im Falle

des Vorliegens von Mikroblutungen dieses Risiko noch erhéht.

c) Akute reversible Enzephalopathie (mit komaéhnlichen Episoden)

Bei einer relativ kleinen Anzahl von CADASIL-Patienten ist die Entwicklung einer
akuten reversiblen Enzephalopathie beschrieben worden, die mit Fieber,
Kopfschmerzen, Konfusionen, einem gestértem Bewusstsein bis hin zu einem Koma-
ahnlichen Zustand sowie epileptischen Anféllen einhergehen und in der Regel
episodenhaft 7 bis 14 Tage anhalten kann (Chabriat et al, 1995°: Feuerhake et al,
2002; Le Ber et al 2002; Schon et al, 2003). In einer britischen Pravalenzstudie ist
diese akute reversible Enzephalopathie bei 6 von 70 Individuen beschrieben worden,
in diesem Kollektiv typischerweise mit einer Migraneattacke mit Aura beginnend
(Schon et al, 2003). Die Enzephalopathie reflektiert mdglicherweise eine
intermittierende Dysfunktion der Bluthirnschranke auf dem Boden der CADASIL-
Vaskulopathie.

d) Manifestationen im Bereich der Augen und des visuellen Systems:

CADASIL-Patienten kénnen ein relativ weites Spektrum von objektivierbaren,
abnormen ophthalmologischen Befunden aufweisen, die scheinbar aber nur geringe
funktionelle Konsequenzen und keine wesentliche klinische Signifikanz besitzen. Im
Besonderen sind retinal-vaskuldre Veranderungen zu erwahnen, die Verengungen
der Arteriolen, ein vaskulares ,Sheathing®, vermehrte Gefallwandreflexe,
arteriovendse Kerbungen mit zum Teil assoziierten Okklusionen von retinal-vendsen
Asten sowie fluoreszenzangiographisch irregulére retinale GefaRfillungen umfassen
kénnen (Robinson et al, 2001; Haritoglou et al, 2004; Roine et al, 2006; Liu et al,
2008). Interessanterweise scheinen in der Regel zumindest im Bereich der retinalen
arteriellen Gefalde keine Okklusionen oder resultierende retinale Infarkte
vorzukommen. Vaskuldre Veranderungen sind nicht ausschlielBlich auf die Retina
begrenzt und kénnen auch die choroidale (Robinson et al, 2001, Haritoglou et al,
2004) sowie die Sehnervkopf-versorgende Vaskulatur (Rufa et al, 2004 und 2005)
betreffen, bleiben in der Regel aber klinisch stumm. Sehstérungen oder
Gesichtsfeldeinschrénkungen/Hemianopsien  werden bei  CADASIL-Patienten

offensichtlich nur im Rahmen von ischdmischen zerebralen Infarkten (Roine et al,
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2006; Cumurciuc et al, 2004), von Migréaneattacken mit visuellen Auren oder in
Einzel-Fallen in Form einer anterioren ischdmischen Optikusneuropathie (Rufa et al,
2004?) beobachtet.

e) Hoérverlust und olfaktorische Identifikationsdefizite

Bei einigen Patienten wird ein sensorineuronaler Hoérverlust als mdgliches
zuséatzliches klinisches Korrelat von CADASIL beschrieben (Phillips et al, 2005;
Scheid et al, 2008). Eine erst kurzlich erschienene Arbeit legt eine reduzierte
Fahigkeit zur Erkennung/Diskrimination von olfaktorischen Reizen als mdgliches
Krankheitssymptom nahe, vermutlich auf dem Boden von vaskularen Lasionen bzw.

einer Dysfunktion in den frontotemporalen Arealen (Lee et al, 2010).

f) Extrazerebrale Manifestationen:

Klinisch fassbare extrazerebrale bzw. nicht-zentralneurologische Manifestationen der
Erkrankung konnten bisher nicht mit zweifelsfreier Sicherheit beschrieben werden,
obwohl CADASIL als systemische Arteriopathie betrachtet und eine
Multiorganbeteiligung zumindest strukturell nachgewiesen werden konnte (Myokard,
Retina, Haut, Muskel, Nerven (Cumurciuc et al, 2006%; Goebel et al, 1997)). Mogliche
Ausnahmen bilden:

- Myokardischdmien, Herzrhythmusregulationsstérungen: Ein erhdhtes Risiko flr
Myokardischamien/-infarkte wurden in einer kleineren klinisch-elektrokardiographisch
basierten Studie als unterdiagnostiziertes Merkmal der Erkrankung postuliert (Lesnik
Oberstein et al, 2003), letztendlich konnte diese Beobachtung in weiteren Studien
nicht repliziert werden (Cumurciuc et al, 2006%). Daten von neueren Arbeiten legen
allerdings eine Stérung des kardialen autonomen Nervensystems (verminderte
Herzratenvariabilitdt bzw. erhéhte zeitliche Dispersion der kardialen Repolarisation
gemessen mit QT-Variabilitdtsindex) bei CADASIL-Patienten nahe, woraus die
Autoren ein erhdhtes Risiko fur lebensbedrohliche Arrhythmien und eine mdgliche
Erklarung fur die erhdhte Inzidenz von plétzlichen unerwarteten Todesfélle ableiten
(Rufa et al, 2007; Piccirillo et al, 2008). Die Frage nach einer klinisch signifikanten
Beteiligung von Myokard bzw. kardialem Nervensystem im Rahmen von CADASIL
kann letztendlich noch nicht hinreichend beantwortet werden.

- Nierenfunktionsstérung: Obwohl eine Nephroangiosklerose mit Prdsenz von

granularem osmiophilen Material in den Nieren v.a. feingeweblich haufig

-13-



EINLEITUNG

nachgewiesen werden kann, ist eine manifeste und mit CADASIL in Verbindung
gebrachte chronische Nierenerkrankung in der Literatur erst einmalig beschrieben
worden (Guerrot et al, 2008).

- Neuropathien und neuromuskulére Funktionsstérungen:

Periphere Polyneuropathien sind als extrazerebrale, allerdings subklinische
Manifestation von CADASIL beschrieben worden. In einer kleinen Studie konnte bei
7 von 11 CADASIL-Patienten elektrophysiologisch eine zumeist sensomotorische,
vorwiegend axonale Polyneuropathie mit relativ milder Ausprdgung nachgewiesen
werden, bei 3 Patienten dartberhinaus durch eine Suralisnervbiopsie eine
vorwiegend axonale, weniger demyelinisierende Neuropathie histologisch gesichert
werden (Sicurelli et al, 2005). Eine grolRere, elektroneurographisch-basierte Studie
von 47 koreanischen Patienten konnte eine periphere Neuropathie nicht als sicherer
Teil des CADASIL-Phéanotyps belegen (Kang et al, 2009). Klinisch relevante
Polyneuropathien, die in eindeutiger Relation zum CADASIL-Syndrom stehen, sind
nach unserem Wissen bisher nicht beschrieben worden.

Als weiterer bemerkenswerter Aspekt ist zu erwdhnen, dass es Hinweise flr eine
Beteiligung der Skelettmuskulatur gibt, die offensichtlich ohne klinisch manifeste
Zeichen einer Myopathie vorherrschen kann. Muskulare Auffalligkeiten wurden mit
mitochondrialen Dysfunktionen in Verbindung gebracht, da einige muskelbioptisch
untersuchte CADASIL-Individuen hierflr suggestive strukturelle und histochemische
Veranderungen aufwiesen (z. B. mitochondriale Myopathie mit ,ragged red fibers®,
ultrastrukturell abnorme Mitochondrien, reduzierte Cytochrom-C-Oxidase (COX)-
Anfarbung (Finnila et al, 2001; de la Pena 2001; Malandrini et al, 2002; Dotti et al,
2004, Schroder et al, 2005)). Interessanterweise wurde bei einzelnen CADASIL-
Patienten eine erhdhte Frequenz an Mutationen in der mitochondrialen DNA im
Vergleich zu Kontrollsubjekten gefunden (Annunen-Rasila et al, 2006). Ursache und
biologische Relevanz dieser scheinbar vermehrten mitochondrialen
Mutationsfrequenz bzw. der auf eine mitochondriale Dysfunktion hinweisenden
Befunde bleiben gegenwartig unklar. Méglicherweise handelt es sich hier um ein
Epiphdnomen der CADASIL-Erkrankung, zumindest denkbar erscheint eine Induktion
von mitochondrialen Mutationen durch einen vermehrten oxidativen Stress, z.B.

infolge einer mit der Arteriopathie assoziierten chronischen ,low grade“-Hypoxie.
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1.5. ZEREBRALE BILDGEBUNG UND PARAKLINISCHE
ZUSATZUNTERSUCHUNGEN

1.5.1. Zerebrale MRT-Bildgebung

Fur die Diagnose ist meist der bildgebende Befund der kernspintomographischen
Untersuchungen des Neurokraniums wegweisend. Eine Leukenzephalopathie mit
multiplen T2-Hyperintensitaten im subkortikalen Marklager sowie umschriebene

subkortikale Ischdmien sind neuroradiologische Hauptbefunde (Vgl. Abb. 2).

- T2-hyperintense Lé&sionen (,white matter hyperintensities“ = WMH): Zu Beginn der
Erkrankung zeigen sich in den T2- oder FLAIR-gewichteten Aufnahmen vereinzelte,
punktiform oder nodulédr konfigurierte, zunachst meist in periventrikuldren Arealen
und im Centrum semiovale gelegene Marklagerhyperintensitaten (,white matter
hyperintensities®), welche in der Folge an Menge und Grée zunehmen. Die T2-
hyperintensen L&sionen der weillen Substanz werden zunehmend diffus und
konfluierend, in fortgeschrittenen Fallen kann weitgehend symmetrisch das gesamte
Marklager beider Hemispharen betroffen sein (= Leukoaraiosis). Nur ein Teil dieser
Veranderungen erscheint in den T1-gewichteten Aufnahmen zu einem variablen
Grad hypointens, aber mit einem klar vom Liquor abgrenzbaren Signal (Chabriat et
al, 1998).

Die T2- und FLAIR-Hyperintensitaten finden sich am haufigsten im periventrikularen
und tiefen Marklager (zusammengenommen Uber 96 %; Desmond et al, 1998).
Dariberhinaus sind Pradilektionen fur folgende Lokalisationen hervorzuheben:
Signalalterationen im anterioren Temporalpol (sog. ,O Sullivans sign®) sind haufig
und gelten als sensitiver Pradiktor bzw. diagnostischer Hinweis flir das Vorliegen von
CADASIL (O'Sullivan et al, 2003). Die Beteiligung des temporalen Poles bzw. der
temporopolaren weilen Substanz ist als charakteristisches neuroradiologische
Merkmal vorgeschlagen worden, das am besten von Lasionsmustern diskriminiert,
die im Rahmen von sporadischen vaskularen Leukenzephalopathien anderer
Genese gesehen werden kénnen (Auer et al, 2001; O Sullivan, 2001 und 2003,
Tomimoto et al, 2006). Die Prédsenz von Hyperintensitaten in der Capsula externa ist
ein anderer nutzlicher, aber weniger spezifischer Marker von CADASIL. Als eine
weitere Pradilektionsstelle werden Marklageranteile des superioren Frontallappens
angesehen (Dichgans et al, 1999; Auer et al, 2001, Okeda et al, 2002), wo sich die

Lasionen wie auch in den temporalen Regionen auf oberflachliche subkortikale

-15-



EINLEITUNG

Bereiche einschliellich der U-Fasern ausdehnen kdnnen. Weiterhin haufig sind
Balkenlasionen bzw. Signalalterationen im Corpus callosum, die zur Fehldiagnose
einer demyelinisierenden Erkrankung wie z.B. der Multiplen Sklerose verflhren
kénnen, wobei sich bei letzterer im Gegensatz zu CADASIL keine Beteiligung von
Basalganglien und Thalami finden lasst (Coulthard et al, 2000; Chawda et al, 2000;
O’Sullivan et al, 2001). Hirnstamml&sionen sind in der Regel etwas seltener, aber
wenn vorhanden typisch in der Verteilung: Die Pons ist dann in der Regel praktisch
immer und haufiger als das Mesencephalon und die Medulla oblongata involviert
(Chabriat et al, 1995 und 1998). AuRerst selten betroffen — wenn nicht sogar
ausgespart - sind das Kleinhirn (< 3-6 %; Chabriat et al, 1998; Dichgans et al, 1999)
und die Hirnrinde (max. 3 %; Ragno et al, 1995; Chabriat et al, 1998; Auer et al,
2001). Das cervikale Ruckenmark zeigt bis auf gelegentliche Atrophien keine
Signalabnormitdten und kann deshalb als Hilfe zur Unterscheidung von
demyelinisierenden Erkrankungen wie der Multiplen Sklerose herangezogen werden
(Rocca et al, 2001).

- Lakunére subkortikale Infarkte: Lakunare Infarkte von variabler Form, Gréf3e und
Zahl begleiten typischerweise die oben beschriebenen Veranderungen, in der Regel
etwas spater im Verlauf auftretend. Wie bei den sporadischen Mikroangiopathien
finden sich deshalb bei CADASIL neben den mehr flachigen, diffusen
Marklagerverdnderungen auch umschriebene, mehr demarkierte, zum Teil auch
zystisch umgewandelte Lasionen, die T1-gewichtet mit einem herabgesetztem Signal
(liquorisointens in der T1- und T2-Wichtung) erscheinen und lakunadren Infarkten
entsprechen. Lakunére Infarkte stellen sich bevorzugt im periventrikuldren und tiefen
Marklager, den Basalganglien (inkl. Thalamus), der Capsula interna und in der Pons
dar. Die Frequenz der lakundren Infarkte steigt mit zunehmendem Alter: Bei
Individuen unter dem 30. Lebensjahr werden sie in weniger als 20 % gefunden, bei
Patienten Gber 50 Jahre in mehr als 80 % (van den Boom, 2003).

- Zerebrale Mikroblutungen (CM: cerebral microbleeds): Zerebrale Mikroblutungen
kénnen in T2*-gewichteten bzw. Gradienten-Echo MR-Bildgebungen je nach Studie
bei 25-69 % der CADASIL-Patienten gefunden werden (Lesnik Oberstein et al, 2001;
Dichgans et al, 2002P; Choi et al, 2006; Lee et al, 2009). Sie erscheinen in den
hamsensitiven Sequenzen als kleine subcentimetergrol3e Areale mit hypointensem
Signal oder Signalverlust, zumeist als multiple bzw. multifokale Lasionen (im Mittel

ca. 9 zerebrale Mikroblutungen pro Patient gemal einer Studie von van den Boom et
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al, 2003). Sie kdnnen supra- oder infratentoriell vorkommen, préferentiell liegen sie in
kortiko-subkortikalen Regionen, in der subkortikalen weilden Substanz, im Hirnstamm
(Pons) und sehr haufig in den Basalganglien/Thalami.

Zerebrale Mikroblutungen treten in der Regel aulerhalb von T2-hyperintensen oder
ischdmischen Lasionen auf und werden letztendlich als Ischamie-unabhé&ngige
Manifestation der CADASIL-Arteriopathie angesehen, auch wenn ihr genauer
Entstehungsmechanismus nicht vollstdndig verstanden ist. Sie akkumulieren und
korrelieren signifikant mit dem Alter des Patienten (Lesnik Oberstein et al, 2001;
Dichgans et al, 2002P), daneben legen einzelne Studien — in den Ergebnissen nicht
durchgehend konsistent — eine Zunahme ihrer Frequenz mit dem Blutdruck, der
HbA1c-Konzentration, dem Ausmall der Leukenzephalopathie (T2-gewichtete
Lasionen) und der Verwendung von Thrombozytenaggregationshemmern nahe
(Lesnik Oberstein et al, 2001; Dichgans et al, 2002'°; van den Boom et al 2003;
Viswanathan 2006%; Choi et al 2006). Ob die Prasenz solcher Mikroblutungen als
Risikomarker far konsekutive intrazerebral-parenchymatése Blutungen
herangezogen werden kann — sowohl was spontane, hypertensive oder sekundér
durch Pharmakotherapien wie Thrombozytenaggregationshemmer/Antikoagulanzien
beglnstigte Hamorrhagien betrifft — wird weiterhin kontrovers diskutiert und bleibt
letztendlich nicht eindeutig belegt.

- Weitere MRT-Befunde: Weiterhin stellt sich bei CADASIL-Patienten in der MRT
eine zunehmende Hirnatrophie dar (Peters et al. 2006; Jouvent et al, 2007), die nach
den Beobachtungen von Peters und Mitarbeitern eine im Vergleich zu normal
alternden Individuen ca. dreifach erhéhte Atrophie-Rate aufweist. Nicht selten finden
sich auch dilatierte perivaskuldre Raume (Virchow-Robin-Raume), die hauptsachlich
in den Basalganglien, dem Centrum semiovale und relativ spezifisch in der
temporalen wei3en Substanz imponieren kénnen (van den Boom 2002; Cumurciuc et
al, 2006").

Die bildgebenden Veranderungen gehen den klinischen Symptomen oft um Jahre
voraus und finden sich daher nicht selten auch schon bei klinisch noch nicht
betroffenen Nachkommen von CADASIL-Patienten (Chabriat et al, 19952 und 1998).
In der Regel treten die ersten MR-morphologisch fassbaren Veranderungen vor dem
30. Lebensjahr auf. Vollstdndige Penetranz wird jedoch erst mit etwa 35 Jahren

erreicht (Chabriat et al, 1995%). Dieser Aspekt muss bei Heranziehung der
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Kernspintomographie im Rahmen der prdsymptomatischen Diagnostik bertcksichtigt
werden. Erwartungsgemal} findet sich eine deutliche Lasionsvolumenzunahme mit
dem Alter (Chabriat et al, 1998; Dichgans et al, 1999%), Geschlecht und Genotyp
scheinen dagegen keinen wesentlichen Einfluss auf den Auspragungsgrad der MRT-
Veranderungen zu haben (Dichgans et al, 1998). Die Korrelation von MR-Parameter
mit dem klinischen Erkrankungsschweregrad ist weniger eindeutig. Die lakunare
Lasionslast sowie die globale zerebrale Atrophie sind scheinbar die starksten und
voneinander unabhéngigen MRT-Marker fur das Ausmal der globalen kognitiven
Beeintrachtigung und der physischen Behinderung (Dichgans et al, 1999?; Peters et
al, 2004% Liem et al, 2007; Viswanathan et al, 2007; Jouvent et al, 2007 und 2008).

Abb 2: Charakteristische MRT-Veranderungen bei CADASIL-Patienten:

A)  Hyperintense Lasionen im anterioren Temporalpol (—) (FLAIR, axialer Scan)

B)  Hyperintense Lasionen bilateral in der Capsula externa (—) (FLAIR, axialer Scan)

C)  Multiple lakunéare Infarkte und hyperintense Lasionen bilateral in der periventrikularen und tiefen weien
Substanz (FLAIR, axialer Scan)

D) Schwere Veranderungen der weil’en Substanz/ WMH mit Beteiligung des anterioren Temporalpols (—)
(FLAIR, koronarer Scan)

E) intracerebrale Blutung im Cerebellum links (—) (T2* -Sequenz, axialer Scan)

F) intracerebrale Blutung im Basalganglienbereich beidseits (T2* -Sequenz, koronarer Scan)

(Originalbilder: Choi et al, J Clin Neurol 2010; Ragno et al, Neurol Sci 2007; Choi et al,Neurology 2006)

1.5.2. Paraklinische Zusatzuntersuchungen und —befunde
- Routinelaboruntersuchungen offenbaren bei CADASIL-Patienten in der Regel

unaufféllige Werte (z. B. Blutbild, Leber- und Nierenwerte, Schilddriisenwerte).
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- Die Analyse des Liquor cerebrospinalis fallt meist ohne weiterfuhrenden Befund
aus. Eher beilaufig (in ca. 30 %) finden sich milde Erhéhungen des Liquoreiweil3es in
Verbindung mit einem erhdéhten Albuminquotienten und in Abwesenheit von
zellularen Auffélligkeiten, die als Schrankenfunktionsstérung aufzufassen sind
(reflektieren am ehesten endotheliale Dysfunktionen kleinster Hirngefél3e oder akute
ischdmische Hirnldsionen). Zellzahlerhéhungen oder oligoklonale Banden fehlen in
der Regel (unter 2 %; Dichgans et al, 1999; Chabriat et al, 1995?).

1.6. DIAGNOSTIK UND DIAGNOSESICHERUNG

Diagnostisch wegweisend ist neben Anamnese, Klinik und einer positiven
Familienanamnese der Nachweis einer zerebralen Mikroangiopathie mit einer
diffusen Leukenzephalopathie und subkortikalen lakundren Infarkten mittels MRT.
Die Diagnose ist nicht immer einfach zu stellen, da einzelne klinische Merkmale
(Migrane, rekurrierende Schlaganfalle, vaskulare Demenz) und kompatible MR-
Befunde nicht unbedingt spezifisch sind bzw. durchaus bei anderen
Erkrankungsentitdten vorkommen koénnen. Daruberhinaus ist familienanamnestisch
nicht immer eine offensichtliche Hereditat zu fassen (Razvi et al, 2005°). Vor allem
T2-Hyperintensitaten im temporopolaren Marklager besitzen eine hohe diagnostische
Spezifitdt und erlauben eine gute MR-morphologische Diskriminierung gegenuber
anderen ischdmischen oder hypertensiven Mikroangiopathien (O’Sullivan et al,
2001). Zum Ausschluss imitierender chronisch-entziindlicher ZNS-Erkrankungen
(z.B. Multiple Sklerose) bietet sich die Liquorpunktion an. Eine konventionelle digitale
Subtraktionsangiographie (DSA) wird nicht empfohlen, da sie mit einem erhdhten
Blutungsrisiko behaftet zu sein scheint (Dichgans et al, 1997). Weitere
Untersuchungen (wie Ubliche Blutuntersuchungen, Elektrophysiologie  mit
Elektroneuromyographie, EKG, Echokardiographie) sind nicht hilfreich zur
Diagnosebestéatigung, aber nitzlich zum Ausschluss von differentialdiagnostisch zu
erwdgenden Erkrankungen.

Zur Diagnosesicherung wird beim Vorliegen von klinisch-neuroradiologisch
suggestiven/verdachtigen Befunden die Identifikation einer pathogenen Mutation im
Notch3-Gen mittels molekulargenetischer DNA-Analyse gefordert. Im Falle einer
negativen Notch3-Genanalyse (oder der Detektion von Sequenzveranderungen mit
ungeklérter pathologischer Signifikanz) kann ergédnzend versucht werden, die

Diagnose elektronenmikroskopisch Uber eine (Haut-)Biopsie durch den Nachweis
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von granuldren, osmiophilen Ablagerungen (sog. GOM) an oder zwischen
degenerierenden vaskuldren glatten Muskelzellen in den Gefallwanden von
Hautarterien zu stellen. Beide Verfahren sind wertvoll und kénnen sich gdf.

erganzen, methodische Einschrankungen missen aber durchaus erwahnt werden:

- 1.6.1. Molekulargenetische Diagnostik:

Die molekulargenetische Diagnostik kann mit einem grofen Aufwand verbunden und
letztendlich auch kostenintensiv sein. Unter Berticksichtigung dieses Aspekts und der
Tatsache, dass die bisher bekannten CADASIL-verursachenden Mutationen haufiger
in einigen bestimmten von insgesamt 33 Exons des Notch3-Gens liegen (sog.
Hotspots), wird bei der Suche nach Mutationen ein stratifiziertes Vorgehen
empfohlen. Da prototypische, CADASIL-verursachende Mutationen bisher nur in den
Exons 2-24 detektiert wurden und in Europa ca. 40-60 % der Mutationen in den
Exons 4 und 3 bzw. beinahe 90 % der Mutationen in den Exons 2-6 liegen (Peters et
al, 2005% Chabriat et al, 2009), fokussiert sich die molekulargenetische
Untersuchung mittels direkter DNA-Diagnostik in der Regel zuerst auf diese
Exonabschnitte, wobei regional und international abweichende Clustering-Muster
bzw. Founder-Effekte im diagnostischen Protokoll beriicksichtigt werden sollten (z. B.
in Italien zusatzliche Berlcksichtigung der Exons 8, 10 und 11; in den Niederlanden
Exons 11 und 19 (Federico et al, 2005; Bianchi et al, 2010; Lesnik Oberstein, 2003)).
Lasst sich in diesen Exons keine Mutation nachweisen, werden die restlichen Exons
in Regel zunachst mittels eines Screeningverfahrens untersucht (z.B. einer SSCP
(Single Strand Conformation Polymorphism) — Analyse) und auffdllige DNA-
Abschnitte in einem zweiten Schritt direkt sequenziert. Trotz Analyse aller Exons 2-
24 sind allerdings in einem kleinen Prozentsatz (< 4 %) von Patienten mit einem
CADASIL-vereinbarten Phanotyp keine klassischen Mutationen gefunden worden
(Joutel et al, 1997; Peters et al, 2005%), wobei sowohl methodisch-technische Mangel
der SSCP- bzw. direkten Sequenz-Analyse als auch die kritisch debattierte
Mdglichkeit des Vorliegens von polymorphen, moéglicherweise pathogenen
Sequenzvariationen oder pathogenen Mutationen aulerhalb der Exons 2-24 hierfur

verantwortlich sein kénnten.

- 1.6.2. Bioptische Diagnosesicherung:
Sie basiert auf dem ultrastrukturellen Nachweis charakteristischer osmiophiler

Ablagerungen (sog. GOM) in Wé&nden von betroffenen arteriellen Gefal3en. In der
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Regel wird hierzu unter Bericksichtigung der einfachen Durchfihrbarkeit und
geringen Komplikationsrate eine Hautbiopsie verwendet (Material aus Hautstanze,
Durchmesser ca. 4 x 4 mm, sollte idealerweise Anteile der tiefen Dermis und oberen
Subkutis enthalten), auch wenn aufgrund des generalisiert-systemischen Charakters
der CADASIL-Arteriopathie der Nachweis von GOM auch in Gewebeproben von
diversen anderen Organen (z.B. Nerv, Muskel) erbracht werden kénnte.
Elektronenmikroskopisch lokalisiert sich GOM in GefalRwanden von kleinen bis
mittelgrolRen Arterien (v.a. Arteriolen, deutlich seltener auch in Venen oder vereinzelt
in Kapillaren zu finden), typischerweise entweder an Einkerbungen von
degenerierenden vaskuldren glatten Muskelzellen (VSMC) oder im extrazellularen
Raum in unmittelbarer Nahe oder zwischen diesen Zellen, deren Basallamina
Ublicherweise verdickt ist (siehe Abb. 3). Die Spezifitdt der beschriebenen
Ablagerungen ist nach bisherigen Erfahrungen 100 %: Der Nachweis von
akkumuliertem GOM wird als pathognomonisch flir CADASIL betrachtet, da es bei
anderen Erkrankungen bisher nicht detektiert wurde (Ruchoux et al, 1995; Kalimo et
al, 2008). Die Sensitivitdt der Untersuchung hangt wesentlich von der Qualitat der
entnommenen Biopsie ab. Entscheidend ist, dass eine ausreichende Anzahl von
muskelstarken Arteriolen untersucht wurde, bevor eine Biopsie als unauffallig
eingestuft wird. In Einzelfallen muss nachbiopsiert werden. Bei 100 % Spezifitat wird
die Sensitivitdt der Detektion von GOM in Hautbiopsien je nach Autoren
unterschiedlich beurteilt: Eine sehr hohe Sensitivitat wird suggeriert durch zwei
frihere Studien mit einer relativ kleinen Patientenanzahl (100 %: Ebke et al, 1997;
Mayer et al, 1999) und eine kurzlich erschienene retrospektive Arbeit (Tikka et al,
2009; gefundene Kongruenz von 100 % zwischen dem Vorhandensein einer Notch3-
Mutation und dem retrospektiv erbrachten Nachweis von GOM bei 137 Patienten),
wahrend andere Studien eine signifikant niedrigere Sensitivitat vermuten (ca. 45 %:
Markus et al, 2002; sogar < 45 %: Razvi et al, 2003).

Alternativ zur elektronenmikroskopischen Analyse kann mit Hilfe eines monoklonalen
Antikdrpers eine  immunhistochemische Identifizierung von akkumuliertem
extrazelluldarem Notch3-Protein in Gewebeproben mit Gefaltanteilen (in der Regel
wird auch hier eine Haubiopsie verwendet) erfolgen. Die Spezifitdt dieses Verfahrens
wird mit 100 %, die Sensitivitdt mit 96 % angegeben (Joutel et al, 2001). In einigen
Landern wird diese Methode allerdings im diagnostischen Service nicht verwendet.
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Abb 3: Granuldres osmiophiles Material (GOM):

Elektronenmikroskopische Darstellung von GOM innerhalb einer Arteriole in der tiefen Dermis eines Patienten
mit CADASIL:

a) GOM (mit Pfeilen markiert) findet sich im Umgebungsbereich von mehreren glatten Muskelzellen (SMC:
smooth muscle cell) einer Arteriole. L bezeichnet das Lumen des Gefales.

b) VergroRerter Ausschnitt aus Abbildung a): Typische GOM-Ablagerungen (Pfeile) an der auReren
Zellmembran bzw. in Einkerbungen von degenerierenden glatten Muskelzellen (SMCs)

(Originalbild: Ishiko et al, Acta Neuropathol 2006)

1.7. THERAPEUTISCHE MOGLICHKEITEN

Eine kausale oder spezifische krankheitsprogressionsbeeinflussende Therapie steht
bisher nicht zur Verfigung. Die Behandlung erfolgt daher rein symptomorientiert und
letztendlich vollstédndig pragmatisch, da bislang kein Wirksamkeitsnachweis einer
symptomatischen oder risikoreduzierenden Therapie erbracht werden konnte.
Erganzend liegt der Fokus auf der Beratung und supportiven Therapie der Patienten

und Familienangehdrigen.

1.7.1. Symptomatische/symptomorientierte Therapie:

Im Mittelpunkt der symptomatischen Therapie stehen folgende Symptome:

A) Migréne:
- haufige und lebensqualitdtseinschrankende Migraneattacken mdégen eine
prophylaktische Langzeitpharmakotherapie erfordern. Empfohlen wird die
Migréneprophylaxe mit Ublichen Medikamenten wie z.B. Betablockern oder
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Acetazolamid, das sich in anekdotischen Berichten als wirksam erwiesen hatte
(Weller et al, 1998; Forteza et al, 2001).

- Migrénése Attacken werden préaferentiell mit konventionellen bzw. nicht-
steroidalen Analgetika behandelt, Triptane sowie Ergot-Derivate sollten aufgrund
ihrer vasokonstriktiven Effekte vor dem Hintergrund eines schon gestérten
zerebralen Blutflusses bei CADASIL-Patienten vermieden werden (Kalimo et al,
2008).

B) kognitive Stérungen
- Bei kognitiven Stérungen sind Acetylcholinesterase-Inhibitoren wie Donepezil
zu erwagen: Einige klinische Studien mit Cholinesteraseinhibitoren haben einen
leichten Benefit bezilglich der kognitiven Performance bei vaskuldaren Demenzen
gezeigt (Kavirajan und Schneider, 2007). Die Effekte einer Donepezil-
Behandlung wurden kirzlich in einer gro3en kontrollierten Studie auch bei
CADASIL-Patienten untersucht (Dichgans et al, 2008), in der allerdings nur eine
geringfugige Verbesserung hinsichtlich exekutiven Funktionen beobachtet
werden konnte. Die Effekte waren statistisch nicht signifikant, so dass der

klinische Wert dieser Behandlung letztendlich unbestimmt bleibt.

1.7.2. Risikoreduktion (Schlaganfallprdvention):

Eine kausale Therapie der Vaskulopathie ist bisher nicht bekannt. Das derzeitige
medikamentése Management in Hinsicht auf zerebrovaskuldre Komplikationen der
CADASIL-Erkrankung ist vorwiegend aus Daten von Schlaganfallstudien zu nicht-
kardioembolischen ischdmischen Infarkten extrapoliert worden.

- Pragmatisch wird den meisten Patienten eine Thrombozytenaggregationshemmung
(z.B. mit ASS) verschrieben. Nutzen einer solchen Behandlung sind allerdings nicht
gesichert und bleiben umstritten: Ein eindeutig positiver Effekt von
Thrombozytenaggregationshemmern oder Antikoagulantien in der
Schlaganfallprdvention bei CADASIL konnte nicht nachgewiesen werden.
Tatsachlich haben diese Medikationen bei einigen Patienten fatale parenchymale
Hirnblutungen begiinstigt (Werbrouck und De Bleecker, 2006).

- Eine Behandlung von vaskuldren Risikofaktoren wird empfohlen. Im Falle eines
vorliegenden arteriellen Hypertonus werden Antihypertensiva verwendet, Hinweise

fur das spekulative Risiko einer hierdurch verstarkten chronischen zerebralen
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Hypoperfusion fanden sich bisher nicht. Bei Patienten mit Hypercholesterindmien
werden Statine aufgrund ihres gut bekannten praventiven Effektes bei arteriellen

Erkrankungen verschrieben.

1.8. NOTCH-GEN

Das humane Notch3-Gen wurde im Jahre 1996 als das defektive, fir die CADASIL-
Pathologie verantwortliche Gen identifiziert und erste pathogene Mutationen
beschrieben (Joutel et al, 1996 und 1997). Das Notch3-Gen ist auf dem kurzen Arm
des Chromosoms 19 (19p13.2-13.1) lokalisiert und besitzt eine Lénge von ca. 41,3
Kilobasen. Es besteht aus 33 Exons mit einer ca. 7 kb (6966 Basenpaare)
umfassenden kodierenden Polynukleotidsequenz. Das Gen kodiert fir ein als
membransténdiger Rezeptor fungierendes Protein, das als humaner Notch3-
Rezeptor bezeichnet wird. Der Notch3-Rezeptor ist Teil eines komplexen, evolutionar
hochkonservierten Signaltransduktionssystems (sog. Notch-Signalling). Struktur und

mogliche Funktionen des Rezeptors werden weiter unten dargestellt.

1.9. MUTATIONEN IM NOTCH3-GEN, MUTATIONSSPEKTRUM CADASIL

Bislang wurden weltweit mehr als 170 verschiedene Mutationen im humanen Notch3-
Gen beschrieben (zusammengestellte und umfassende Ubersicht siehe Tab. 3 im
Anhang). Die Analysen einer sehr hohen Zahl von CADASIL-Familien haben einige

(drei) charakteristische Hauptmerkmale dieser Mutationen ans Licht gebracht:

1) Die Mutationen sind iiberwiegend heterozygot vorliegende Punktmutationen:

Bei der Mehrzahl der Mutationen handelt es sich um Punktmutationen (ca. 95 %;
Federico et al, 2005). In einer Minoritdt lieBen sich auch Deletionsmutationen
nachweisen (ca. 3-4 % aller Mutationen ausmachend; bisher 9 Deletionen bekannt,
davon die Mehrzahl ,in-frame-shift‘- (Dichgans et al, 2000; Joutel et al, 2000";
Dichgans et al, 2001; Mazzei et al, 2004; Wang et al, 2010) und 1 ,frameshift"-
Deletion (Dotti et al, 2004)). In den verbleibenden seltenen Fallen wurden
darUberhinaus bislang eine kleine Insertion (Mazzei et al, 2008), eine kombinierte
Deletions-Insertions-Mutation (Opherk et al, 2004), zwei Duplikationen und zwei
splice-site Mutationen (Joutel et al, 2000°; Saiki et al, 2006) beschrieben.

Die kausativen Mutationen liegen entsprechend der autosomal-dominanten Natur der

Erkrankung heterozygot vor. Eine Ausnahme bilden bislang 2 Patienten, bei denen
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eine homozygote Notch3-Mutation diagnostiziert worden ist (Tuominen et al, 2001;
Liem et al, 2008). Bemerkenswerterweise bewegte sich der Phanotyp dieser beiden
homozygot vorliegenden Mutationen innerhalb des normalen CADASIL-Spektrums
und liel3 sich somit nicht von demjenigen heterozygoter Mutationen unterscheiden (in
beiden Fallen auch nicht vom Phanotyp von Familienmitgliedern mit der gleichen, nur

heterozygot vorliegenden Mutation).

2) Nahezu alle Mutationen liegen innerhalb den 23 Exons, die fiir die sog. 34 EGF-
like Repeats kodieren:

Nahezu alle mit CADASIL in Verbindung gebrachen Mutationen kommen in den
Exons 2-24 vor, die fir 34 in der extrazelluldren Domane des Notchrezeptors
angeordnete ,epidermal growth factor-like“-Repeats (EGFR) kodieren (Joutel et al,
1997). EGFR sind universell vorkommende — zur Doméane des ,epidermalen growth
factor® (EGF) homologe — Protein-Motive, die aus jeweils ca. 40 Aminosauren
bestehen und invariabel jeweils 6 Zysteinreste enthalten (Wharton et al, 1985,
Lardelli et al, 1994). Innerhalb dieser EGF-Repeats sollen die Zysteinreste
miteinander in einer vorgegebenen Organisation 3 Disulfid-Bricken bilden
(Cysteinrest 1 mit 3, 2 mit 4 sowie 5 mit 6) und so fir die strukturelle Integritat und
die Reizempfangerfahigkeit des Notch-Rezeptors hauptverantwortlich sein.

Weiterhin bemerkenswert finden sich die Mutationen bevorzugt in den Exons 2-6
lokalisiert, wobei Exon 4 das mit Abstand am haufigsten betroffene Exon darstellt
(sog. ,Clustering“ der Mutationen). Nach Peters et al (2005%) werden ca. 58 % aller
Mutationen im Exon 4 gefunden, wahrend sich ca. 86 % aller Mutationen Uber die
Exons 2-6 verteilen. Die von diesen Exons kodierten EGFR weisen keine anerkannte
spezifische Funktion auf. Es bleibt letztendlich unklar, weshalb die Mutationen dieses
relativ stark geclusterte Muster aufweisen bzw. in diesen Bereichen
Mutationshotspots  formieren. Hierlberhinaus ist ein doch betrachtliche
geographische bzw. regionale Variabilitdt des Mutationsverteilungsmusters
beschrieben worden: Nach Exon 4 ist Exon 3 vermutlich der zweithdufigste
Mutationsort bei deutschen, franzésischen und britischen Individuen (Joutel et al,
1997; Markus et al, 2002; Peters et al, 2005%), bei niederldndischen affizierten
Personen dagegen Exon 11 (Oberstein et al, 2003), das auch in mediterranen
Landern ein sehr hohe Pravalenz an Mutationen aufweist (ltalien: Dotti et al, 2005;

Spanien: Ampuero et al, 2009).
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3) Die Mutationen sind hoch stereotyp und fiihren alle zu einer ungeraden Anzahl
von Zysteinresten innerhalb eines EGFR:

Die pathogenen Notch3-Mutationen scheinen ein stereotypes und essentielles
Merkmal aufzuweisen: Sie fihren Gber einen Aminosdureaustausch in beinahe allen
Fallen zu einem Gewinn oder Verluste eines Zysteinrestes innerhalb des betroffenen
EGF-Repeats. Da jede EGF-Einheit im gesunden Fall 6 invariable Zysteinreste
beinhaltet, resultiert aus den Mutationen eine ungerade Anzahl von Zysteinresten
innerhalb des entsprechenden EGFR (Joutel et al, 1997).

Zusétzlich zu diesen ublichen Mutationen, die charakteristischerweise alle einen
Verlust oder eine Addition eines Zysteinrestes mit sich bringen, wurden bisher
mindestens 9 Mutationen beschrieben, die die Zahl der Zysteinreste nicht alteriert.
Eine davon ist eine Deletion, die Aminosaduren zwischen zwei Zysteinen entfernt
(Mazzei et al, 2004), die anderen sind Missense-Mutationen, die zu einer
Aminosauresubstitution fihren (Mutationen R213K: Kotorii et al, 2001 (auch bei
Uchino et al, 2000 und Santa et al, 2003); V237M: Uchino et al, 2002; R75P: Kim et
al, 2006; T577A und S978R: Ferreira et al, 2007; A1020P: Scheid et al, 2008;
Q151E: Ampuero et al, 2009, T71098S: Wang et al, 2010). Ob diese Substitutionen
sicher pathogene Mutationen oder eher Polymorphismen/polymorphe molekulare
Sequenzvarianten mit Krankheitswert darstellen, wird kontrovers debattiert und ist

letztendlich auch ein zentraler Inhalt dieser Arbeit.

Weiterhin erwahnenswert ist das - in mindestens zwei Fallen gesicherte -
Vorkommen von de novo-Mutationen, deren Frequenz letztendlich unbekannt bleibt
(Joutel et al, 2000°; Coto et al, 2006).

1.10. PATHOPHYSIOLOGISCHE ASPEKTE VON NOTCH3

(Von der Notch3-Mutation liber den Notch-Rezeptor zur CADASIL-Angiopathie)
Die hoch-stereotype Natur der CADASIL-Mutationen suggeriert eigentlich einen
gemeinsamen krankheitsverursachenden Mechanismus. Die genauen molekularen
Mechanismen und funktionellen Konsequenzen dieser Mutationen in Bezug auf den
Notch3-Rezeptor sowie letztendlich auf die Entwicklung der CADASIL-spezifischen
Arteriopathie und klinischen Phanomenologie verstehen wir gegenwartig allerdings

-26 -



EINLEITUNG

erst teilweise und noch unvollstdndig. Grundlagen und Erkenntnisse zu Grundzligen

der Pathophysiologie von CADASIL seien im Folgenden grob skizziert:

1.10.1. NOTCHREZEPTOREN UND NOTCH-SIGNALTRANSDUKTIONSSYSTEM

Bei Saugern und Menschen sind insgesamt vier Notchrezeptoren identifiziert worden
(Notch 1-4). Es handelt sich dabei um eine Familie von single-pass- (Typ-1)
Transmembranrezeptoren, die eine gemeinsame Grundorganisation  mit
charakteristischen konservierten Bereichen sowie einen prinzipiell identischen
Signaltransduktionsmechanismus mit tberlappenden und redundanten Funktionen
teilen, daneben aber - erst in den letzten Jahren zunehmend verstanden — auch
subtile Strukturdiversitaten sowie unterschiedliche Funktionen und
Expressionsmuster aufweisen. Sie sind Teil eines hochkonservierten, bei Metazoen
weitverbreiteten Signaltransduktionssystems (sog. ,Notch-Signalling“), das auf einer
kurzstreckigen Kommunikation zwischen benachbarten Zellen beruht und Utber die
Regulation von Programmen fir Wachstum, Apoptose und Differenzierung
entscheidend zur Determinierung von Zellschicksalen wahrend der Entwicklung
eines Organismus sowie zur Aufrechterhaltung von adulten selbsterneuernden
Geweben beitragt (Artavanis-Tsakonas et al, 1999; Bray, 2006, Wu und Bresnick,
2007; Bellavia et al, 2008; Kopan und llagan, 2009). Die Bezeichnung ,Notch® geht
ursprunglich auf Beobachtungen bei der Fruchtfliege Drosophila melanogaster
zurick, wo Mutationen im Notch-Rezeptor u.a. zu gut sichtbaren Einkerbungen

(Kerbe = engl. notch) an den Fllgelrandern fihren.

1.10.2. NOTCH3-REZEPTOR: SYNTHESE UND STRUKTURELLER AUFBAU

Der Notch3-Rezeptor wird wie alle anderen Notchrezeptoren als Vorlduferprotein im
endoplasmatischen Retikulum synthetisiert und wahrend des Transports zur
Zelloberflache posttranslationell prozessiert. Im trans-Golgi Netzwerk wird das
Protein durch eine Furin-artige Convertase (sog. ,S1-Cleavage®) enzymatisch in zwei
Untereinheiten gespalten (Logeat et al, 1998). In der Zellmembran formieren diese
beiden Untereinheiten einen als Heterodimer vorliegenden reifen Rezeptor,
bestehend aus einer ca. 210 kD grolden extrazellularen Domane (,ECD“ oder
,NECD®) und einer ca. 97 kD grolen, transmembranés-intrazelluldre Domaéne
(»TMICD®, ,NTMICD®), die durch nicht-kovalente (calcium-abh&ngige) Bindungen im

Transmembranbereich zusammengehalten werden (Blaumdller et al, 1997). Der
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mature Notch3-Rezeptor wird in 3 Domanen gegliedert und enthalt alle typischen
Notch-Motive von Notch-Homologen. Sein Aufbau wird in der folgenden Abb. 4

wiedergegeben:

Abb 4: Notch3-Rezeptor:
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Legende:

A) Die schematische Abbildung zeigt die Grundorganisationen mit den verschiedenen Doménen des Notch-
Rezeptors und seinen einzelnen Motiven:

- Die groRe extrazellulire Domé&ne (ECD) beinhaltet im N-terminalen Teil 34 sog. EGFR (epidermal growth
factor repeats), darliberhinaus eine LBD (Ligandenbindungsdoméne, von EGFR 10 und 11 gebildet) sowie
weiter C-terminal 3 LNR (Lin12/Notch repeats) und eine HD (Heterodimerisationsdomane).

- Die kurze transmembranése Domane (TMD) besteht aus einem einzelnen transmembrandsen Abschnitt mit
21 Aminos&uren.

- Die intrazellulare Doméane (ICD) beherbergt eine RAM-Doméne (=RBP-Jk assoziiertes Modul), 7 ANKR
(Ankyrin repeats) flankiert von 2 NLS (nukle&ren Lokalisationssignalen) sowie C-terminal eine PEST-Sequenz
(reich an Prolin (P), Glutamat (E), Serin (S) und Threonin (T)).

B) Schema eines normalen EGFR sowie von mutierten EGFR:

Beachte: Ein EGFR-Motiv besteht aus jeweils ca. 40 Aminosauren und enthalt invariabel 6 Zystein-Reste, die in
einer vorgegebenen Organisation 3 Disulfidbriicken bilden (Zysteinrest 1 mit 3, 2 mit 4 sowie 5 mit 6). Diese
Disulfidbriicken scheinen fiur die strukturelle Integritdt des Notchproteins essentiell zu sein, so enthélt die gefaltete
extrazellulare Doméne u.a. 2 anti-parallele B-Faltblattstrukturen (B-sheets), die durch die 3 Disulfidbriicken
stabilisiert werden.

- ,Wild Typ EGFR“: Schema eines normalen EGFR mit seinen 6 Zystein (=Cys)-Resten.

-  ,mutante EGFR“: Klassische CADASIL-verursachende Mutationen im Notch3-Gen fiuhren zu einer
ungeraden Anzahl von Zysteinresten im jeweiligen EGFR. Beispielhaft wurden hier EGFR mit 7 Zystein-
Resten (zusatzlicher Zysteinrest rot markiert) bzw. 5 Zystein-Resten (im Falle eines Verlustes eines Zysteins)
dargestellt.
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1.10.3. NOTCHSIGNALWEG (NOTCH-SIGNALLING)

Der Notchsignalweg beginnt mit einer Bindung eines Liganden im Bereich der
extrazellularen Doméane des Notchrezeptors und mindet Uber eine Sequenz von 2
proteolytischen Spaltungsschritten innerhalb des Notchproteins (,S2“ und ,S3/S4-
Cleavage) in der Zellmembran-Ablésung der intrazellularen Domane, die in den
Zellnukleus transloziert und dort Uber die Bildung eines Transkriptionsfaktor-
Komplexes die Expression von Notch-Zielgenen aktiviert und reguliert (siehe Abb.
5).

Dieser Kern-Signaltransduktionsweg (,canonical notch signalling®) ist einem weiten
Feld von vielfaltigen regulatorischen Einflissen auf verschiedenen Ebenen
unterworfen. Die Notch-Zielgene sowie die effektorische Regulation der weiteren
Downstream-Signalmaschinerie sind nur teilweise bekannt bzw. charakterisiert. Beim
Sauger konnten bisher 5 klassische, sog. DSL-Liganden aus den zwei Genfamilien
,Delta-like“ und ,Jagged“ (Delta-like DLL1, DLL3, DLL 4 sowie Jag 1 und Jag 2)
charakterisiert werden (Uberblick bei D"Souza et al, 2008). Bei den Liganden handelt
es sich wie bei Notch-Rezeptoren ebenfalls um Typ1-Transmembranproteine, die auf
benachbarten Zellen membranstandig exprimiert vorkommen. Ein von den
kanonischen Liganden unabhangiges Notch-Signalling und ein komplexer Crosstalk
mit anderen essentiellen Signalwegen sind beschrieben worden und verdeutlichen,
dass wir die Komplexitat des Notchsignallings erst beginnend verstehen (Tamura et
al, 1995; Artavanis-Tsakonas et al, 1999; Iso et al, 2003; Bray 2006, Nam et al, 2007,
Gordon et al, 2008; Kovall 2008; Kopan und llagan 2009).
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Abb 5: Kanonischer Notch-Signaltransduktionsweg:
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1) Als Heterodimer in der Zellmembran der signalempfangenden Zelle vorliegender maturer Notch-Rezeptor nach
vorangehender Synthese, posttranslationellen Modifikationen und S1-Cleavage (durch furinartige Convertase) (1).

2) Initiierung der Notchsignaltransduktion Uber die Bindung (2) eines von einer signalsendenden Zelle exprimierten
Liganden (DSL-Ligand) an die Ligandenbindungsstelle im extrazelluldren Teil des Notch-Rezeptors.

3) Durch die Ligand-Rezeptor-Interaktion induzierte Sequenz von zwei weiteren proteolytischen Spaltungen
innerhalb des Rezeptorproteins, die als sog. S2-Cleavage (vermittelt durch Metalloprotease TACE = TNF-o-
Converting Enzyme) (3a) und S3/S4-Cleavage (durch y-Sekretase-Komplex) (3b) bezeichnet werden und in der
Abldsung der intrazellularen Doméne des Notchrezeptors von der Zellmembran miinden.

4) Konsekutive Translokation der intrazellularen Doméane des Notchrezeptors in den Zellnukleus (4)

5) Im Zellkern formiert die intrazelluldare Domé&ne des Notchrezeptors einen Transkriptionskomplex Uber die
Interaktion mit dem transkriptionsregulierenden und DNA-bindenden Protein CBF1 / RBP-Jk (C Promotor
Bindungsfaktor 1/ Rekombinationssignal Bindungsprotein J-kappa) sowie die zusétzliche Rekrutierung von Co-
Aktivatoren (CoA, z.B. Mastermind) und Verdrangung von Repressoren (CoR). Der so gebildete und aktivierte
Transkriptionsfaktor-Komplex (5) reguliert die Expression von spezifischen Notch-Zielgenen.

1.10.4. NOTCH3-REZEPTOR: EXPRESSIONSMUSTER UND MOGLICHE
PHYSIOLOGISCHE FUNKTIONEN

Der Notch3-Rezeptor wird im adulten Organismus des Menschen praktisch
ausschlief3lich in vaskuldren glatten Muskelzellen von systemischen Arterien mit
kleinerem bis mittleren Gefalddurchmesser sowie — erst kirzlich entdeckt — in
Perizyten von Hirnkapillaren exprimiert (Joutel et al, 20007 Prakash et al, 2002,
Joutel et al, 2010). Die préazise physiologische Funktion des Notch3-Rezeptors beim
Menschen st letztendlich noch nicht abschlieBend verstanden, vereinfacht

zusammengefasst scheint er in Abhangigkeit bzw. Kontext von bestimmten
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GefalRbetten eine bedeutende Rolle bei der arteriellen Differenzierung und
Maturation von glatten vaskularen Muskelzellen zu haben, méglicherweise agiert er

zusatzlich auch als Blutdrucksensor (Joutel et al, 2010).

1.10.5. CADASIL, EIN GESTORTER NOTCH3-SIGNALWEG oder EIN PROTEIN-
AKKUMULATIONSPROBLEM (NOTCH3-AGGREGATOPATHIE) ?

Grundsatzlich kann diskutiert werden, welchen Einfluss CADASIL-Mutationen auf die
Funktion des Notch3-Rezeptors ausiben kdnnten. Prinzipiell muissen dabei
mindestens 3 verschiedene Mechanismen in Betracht gezogen werden:

I) ,Loss-of-Function” des Rezeptors (hypomorphe Mutationen, die die Signal-Aktivitat
des Rezeptors vermindern; alternativ auch dominant-negative Mutationen, die die
Wild-Typ-Genaktivitéat reduzieren)

II) ,Gain-of-Function” des Rezeptors (hypermorphe Mutationen, die die Genaktivitat
erhéhen) oder

lll) ,Gain-of-novel Function“ des Rezeptors (neomorphe Mutationen, bei denen das
mutierte Protein eine neue/zuséatzliche, evtl. toxische Aktivitat erlangt).

Bisherige  Daten  aus  zahlreichen neueren  Studien  argumentieren
zusammengenommen stark fir einen neomorphen Effekt der CADASIL-Mutationen

und weniger fur eine kompromittierte kanonische Signaltransduktionsfunktion:

a) Konsequenz der Mutationen auf das Notch-Signalling:

In vitro-Studien, die die Effekte von mutanten Notchrezeptoren auf das Notch-
Signalling in Reportergen-Assays untersuchten, legen nahe, dass die Signalaktivitat
des mutierten Notch3-Rezeptors abhangig von der Mutationslokalisation differieren
kann, in der Majoritat aber nicht eingeschréankt ist:

- Die Mehrheit der Mutationen bzw. mutierten Notch3-Rezeptoren, sind als Antwort
auf die Liganden-Bindung zu einer Aktivierung der RBP-Jk-Transkription auf einem
normalen Wild-Typ-Level fahig (Karlstrom et al, 2002; Joutel et al, 2004; Peters et al,
2004°; Haritunians et al, 2005; Low et al, 2006), auch wenn einige wenige
Rezeptormutanten eine gestérte Maturation und eine verminderte Prasenz des
Rezeptors auf der Zelloberflache offenbarten.

- Im Gegensatz zu den oben diskutierten Mutationen kénnen insgesamt seltener
auftretende CADASIL-Mutationen, die in kodierenden Abschnitten fur die DSL-

Liganden-Bindungsdoméane (EGF-like Repeats 10 und 11) liegen, vermutlich zu
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einem ,Loss of function® des Notch3-Rezeptors fihren. Bei zwei daflr
reprasentativen Mutationen konnte gezeigt werden, dass sie zumindest in-vitro das
RBP-Jk-Signalling als Antwort auf Liganden aufheben (Joutel et al, 2004; Peters et
al, 2004°).

In Rescue-Experimenten unter Verwendung von transgenen CADASIL-M&usen (die
eine fur CADASIL typische Mutation RO0C exprimierten) in Kombination mit Notch3-
Null (-/-) - Méausen konnte Uberdies auch in-vivo gezeigt werden, dass sowohl
Expression wie auch Signal-Funktion des Notch3-Rezeptors in den Hirnarterien
erhalten ist (Monet et al, 2007). Zusammengenommen legen diese Ergebnisse nahe,
dass ein ,Loss of Signal-Function® bzw. eine direkte Stérung des klassischen
Signaltransduktionsweges nicht der fundamentale pathogene Effekt von CADASIL-
verursachenden Mutationen ist. Allerdings kann formal die Md&glichkeit nicht
ausgeschlossen werden, dass eine alterierte Notch-Signalaktivitdt den Phanotyp

bzw. Verlauf der Erkrankung modulieren kénnte.

b) Akkumulation von aggregierten Notch3-ECD-Protein:

Das pradominante Pattern der Mutationen fiihrt wie bereits ausgefihrt zu jeweils
einem freien Zysteinrest innerhalb der entsprechenden EGF-Doméne. Aus diesem
fundamentalen Merkmal ist abgeleitet werden, dass die ungerade Zahl von
Zysteinresten im entsprechenden EGF-Modul Uber eine Stérung der Formation von
Disulfidbriicken zu einer Veranderung der tertiaren Struktur
(Konformationsanderung) bzw. einem Misfolding des Notch3-Rezeptors fihrt. Die
aberranten Disulfidbrickbildungen scheinen desweiteren eine abnorme Homo- oder
Heterodimerisation von Notch3 (entweder mit einem weiteren Notch3-Rezeptor oder
anderen Proteinen) (Joutel et al, 2000% Opherk et al, 2009) sowie die Akkumulation
eines mutierten Rezeptorbestandteils zu beglinstigen. Studien belegen tatsachlich
eine abnorme Akkumulation von Notch3-Protein innerhalb der Hirngefal3e wie auch
in den Gefal3en von zahlreichen anderen Organen (z.B. Niere, Skelettmuskel, Haut),
wobei es sich um eine selektive und graduelle Akkumulation der Ektodomé&ne von
Notch3 (N3ECD, NECD) an der zytosolischen Membran von vaskuldren glatten
Muskelzellen handelt, bemerkenswerterweise ohne assoziierte Akkumulation der
transmembrangs-intrazellularen Doméane (N3TMICD, NTMICD) (Joutel et al, 2000%).
In den Gefédllwénden des Hirns wurde die akkumulierte Ektodomé&ne (N3ECD) in

Form von mikroskopischen Aggregaten um VSMCs und Perizyten in unmittelbarer
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Néhe, aber nicht innerhalb der sog. GOM-Ablagerungen gefunden (Joutel et al,
2000%). Basierend auf immunelektronenmikroskopischen Studien an Hautbiopsien
wurde von bestimmten Autoren suggeriert, dass der extrazelluldre Anteil des Notch3-
Rezeptors (N3ECD) eine Komponente des ebenfalls akkumulierten und
pathognomonischen GOM st (Ishiko et al, 2006), wahrend andere Arbeitsgruppen
(u.a. um A. Joutel) diese Hypothese in Frage stellen. Letztendlich ist es denkbar,
dass ungepaarte Zysteinreste oder ein Exzess von N3ECD innerhalb der
Gefalstruktur zu Interaktionen mit noch nicht charakterisierten Proteinen flhren, die
dann selbst in den GOM-Ablagerungen anhaufen sowie mdglicherweise fir die
Funktion oder Uberlebensfahigkeit der glatten Muskelzellen essentiell sein oder
einen toxischen Effekt auf die vaskuldre Zellen haben kdnnten. Der mdgliche
gemeinsame Denominator der CADASIL-Mutationen ist also scheinbar das Merkmal
einer freien Zysteinbildung in einem spezifischen EGFR und ein damit beglnstigter

neomorphogener Effekt.

1.10.6. NOTCH3-ASSOZIIERTE ZEREBRALE ARTERIO-/VASKULOPATHIE

(Makro- und mikroskopisch-ultrastrukturelle sowie funktionelle Charakteristika)

Die CADASIL zugrunde liegende Pathologie resultiert in einer systemischen
Arteriopathie/Vaskulopathie, die sich histologisch unterscheidet von
arteriosklerotischen und amyloid-assoziierten Angiopathien. Arterielle
Veranderungen sind auf kleine und mittelgro3e Arterien begrenzt und kommen nicht
nur im Zerebrum, sondern auch im Bereich anderer Organe vor (z.B. Haut, Niere,
Leber, Milz und Skelettmuskel) (Ruchoux et al, 1994; Ebke et al, 1997; Joutel et al,
2001), obwohl die Symptome von CADASIL praktisch exklusiv auf das zentrale

Nervensystem beschrénkt erscheinen.

Makroskopisch-autoptische Untersuchungen des Gehirns zeigen Veranderungen, die

typisch sind fir ,small-artery-“ bzw. ,small-vessel diseases” des Hirns:

- Diffuser Verlust von Myelin mit Rarefizierung der hemisphérischen weil3en
Substanz, pradominierend in den periventrikuldren Arealen und im Centrum
semiovale

- Lakunare Infarkte in der weillen Substanz sowie in Basalganglien, Thalamus, Pons
und Mesencephalon (Ruchoux et al, 1997)

- Dilatierte Virchow-Robin-Rdume
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- In der groben makroskopischen Untersuchung scheinbar nicht betroffener Kortex,
wobei mikroskopisch doch erhebliche kortikale neuronale Apoptosen gefunden
werden koénnen, die abhangig vom Ausmaly der subkortikalen ischamischen

Lasionen erscheinen (Viswanathan et al, 2006°).

Mikroskopische und ultrastrukturelle Untersuchungen offenbaren eine spezifische
Arteriopathie, die vorwiegend die kleinen perforierenden zerebralen und
leptomeningealen/pialen Gefalke betrifft (mit einem externen GefalRdurchmesser, der
sich v.a. im Bereich um 10-150 ym, weniger im Bereich bis zu 500 ym bewegt;
Ruchoux et al, 1997; Okeda et al, 2002; Miao et al, 2004). Diese Angiopathie ist
typischerweise charakterisiert durch:

1) eine Verdickung und Fibrosierung der arteriellen Wande mit konsekutiven
Stenosen (ausgepragt in Gefalden der weillen Substanz, wahrend im Bereich der
lentikulostriatalen  GeféRe und Arteriolen der grauen Substanz trotz
Wandverdickungen bisher keine relevanten Stenosen/Okklusionen beobachtet
wurden; Miao et al, 2004; Okeda et al, 2002)

2) die Prasenz von GOM in den Gefédllwénden (elektronenmikroskopisch an oder
zwischen degenerierenden VSMCs und in der umgebenden verdickten
Basalmembran der Gefaliwande)

3) die bereits oben beschriebene Akkumulation der Notch3ECD in der
Zytoplasmamembran von VSMCs und

4) prominente morphologische Veranderungen der VSMCs (Degeneration und
Untergang bis sogar ganzlicher Verlust der VSMCs in der GefdRwand). Eine
entsprechend der Degeneration der VSMCs verminderte a-SMA (smooth muscle
actin)-Immunopositivitdt geht dabei einher mit einer Akkumulation von extrazelluléren
Matrixproteinen  (incl. bestimmten Kollagentypen und Laminin), die die
Gefalwandverdickungen verursachen (Baudrimont et al, 1993; Jung et al, 1995;
Okeda et al, 2002; Kalimo et al, 2002; Kalaria et al, 2004).

Das Endothel der Geféal3e scheint morphologisch weitgehend bewahrt, wahrend sich
in mehreren Studien durchaus Hinweise fir funktionelle Einschrdnkungen im Sinne
einer endothelialen Dysfunktion fanden (Stenborg et al, 2007, Rufa et al, 2008;
Peters et al, 2008). Spezifische zerebrovaskuldre Dysfunktionen und eine moderate
zerebrale Hypoperfusion lielen sich beim Menschen mit verschiedenen
Studienansatzen mittels SPECT-, PET-, MRI-Bolus-Tracking- sowie funktionellen
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Vasoreaktivitats-Untersuchungen unterlegen (Chabriat et al, 1995° Mellies et al,
1998; Tuominen et al, 2004; Chabriat et al, 2000; Pfefferkorn et al, 2001).

Ein neueres Mausmodell ergab Hinweise fir ein mégliches Entstehungsmuster von
zerebralen Lasionen in der weillen Substanz: Eine Kombination von
zerebrovaskularer Dysfunktion und Rarefizierung der Mikrozirkulation (gestorte
Autoregulation des zerebralen Blutflusses, Kapillarbettreduktion in der weilden
Substanz, Erhéhung des distalen vaskuldaren Widerstandes) scheint eine moderate
und weitgestreute Reduktion des zerebralen Blutflusses (um ca. 10-20 %) zu
bedingen, die in den Ischamie-suszeptibelsten Regionen (speziell in den tieferen
Hirnregionen, die Gber das distale vaskulare Bett versorgt werden) zu Lasionen der
weillen Substanz fuhren kénnte (Joutel et al, 2010).

Die Entwicklung der oben beschriebenen Arteriopathie assoziiert mit einer sowonhl
funktionell wie auch sekundar strukturell bedingten subkortikalen zerebralen
Hypoperfusion, die in vulnerablen Regionen zu mikrostrukturellen Veranderungen
der weillen Substanz und rekurrienden lakundren Infarkten sowie vermutlich
sekundar spater im Verlauf auch zu neuronalen Apoptosen mit kortikaler Atrophie
fuhrt, scheint die Endstrecke der CADASIL-Pathologie zu sein. Die genauen Wege
von Genmutation Uber gestérte Rezeptorfunktion/-akkumulation, VSMC-
Degeneration/Endotheldysfunktion bis hin zur spezifischen Vaskulopathie und
klinischen Expression bleibt allerdings trotz umfangreichen Forschungsbemihungen

nicht abschliel3end aufgeklart.

1.11. SCHLAGANFALLE BEI JUNGEN PATIENTEN UND SIFAP

1.11.1. Schlaganfall bei jungen Patienten und assoziierte ,single-gen“-Erkrankungen
Zerebrale Infarkte (Schlaganfalle, Hirninfarkte) sind die dritthdufigste Todesursache
und der haufigste Grund flr eine bleibende Behinderung in den Industrienationen. In
Deutschland erleiden Gber 200.000 Menschen jedes Jahr einen Schlaganfall. Auch
bei jungen Menschen — nach WHO-Definition Betroffene zwischen 18 und 55 Jahren
— ist der Schlaganfall h&aufiger als allgemein bekannt und eine nicht zu
vernachlassigende Gefahr. Schatzungsweise ca. 15 % aller Schlaganfallpatienten
sind unter 55 Jahre alt. In dieser Altersgruppe sind die méglichen Ursachen eines
Schlaganfalls sehr unterschiedlich und bleiben in bis zu 30-40 % der Félle ungeklart
(sog. kryptogene Schlaganfélle). Gerade in dieser Altersgruppe sind insbesondere

auch hereditare/genetisch determinierte Erkrankungen als Ursache von zerebralen
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Ischamien in die &atiologische Differentialdiagnose einzubeziehen. Als Vertreter von
Erkrankungen, die monogen vererbt werden und phanotypisch eindeutig einen
Schlaganfall bedingen kénnen, sind hier neben dem CADASIL-Syndrom u.a. der
Morbus Fabry (a-Galaktosidase A-Defizienz), das MELAS-Syndrom (Mitochondriale
Myopathie, Encephalopathie, Laktat-azidose und ,stroke-like episodes®) oder die
Sichelzellandmie zu nennen. CADASIL tragt vermutlich zu ca. 1.2 % aller
jugendlichen Schlaganfélle bei und ist fur ca. 9 % aller rezidivierenden zerebralen

Infarkte im jungeren Lebensalter ursachlich verantwortlich.

1.11.2. SIFAP: Stroke in young Fabry patients

SIFAP (,Stroke in young Fabry patients®) ist eine prospektive, multizentrische und
europaweit durchgefuhrte Studie, die dem Zusammenhang zwischen juvenilem
Schlaganfall und der genetisch bedingten Erkrankung M. Fabry gewidmet ist.
Wissenschaftlich aufzuzeigen, dass die Fabry-Erkrankung als eine der haufigsten
genetischen Ursachen eines juvenilen Schlaganfalls betrachtet werden muss, war
das primére Ziel dieser Studie (www.sifap.eu). An der von der Universitatsklinik
Rostock (Prof. A. Rolfs) initierten Studie sind 47 Zentren aus 15 européaischen
Landern beteiligt. Durch die Rekrutierung von ca. 5.000 unselektionierten, 18 bis 55-
jéhrigen Patienten wird sie gleichzeitig die grote Studie Uber den juvenilen
Schlaganfall sein.

Die umfangreichen Patientenbefunde wurden webbasiert digitalisiert erfasst, die
genetische Analyse des AGLA (a-Galaktosidase A)-Gens zentralisiert und komplett
automatisiert an der Universitat Rostock durchgefuhrt. Es erfolgte eine umfassende
und detaillierte Darstellung des zerebrovaskuldren Ereignisses und dessen
Kofaktoren mit verschiedenen Methoden: Artklassifikation (TOAST-Klassifikation),
Schwereklassifikation (Modified Ranking Scale; Barthel Index), Kategorisierung des
zerebrovaskuladren Ereignis durch cMRT-Daten, Erfassung von zuséatzlichen, z. T.
fakultativen Parameter wie paraklinischen Blutuntersuchungen, Proteinurie,
Ultraschall der HirngefalRe, EKG und Echokardiographie (Rolfs et al, 2010).
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1.12. AUSGANGSLAGE ZU BEGINN UND ZIELSETZUNG DER ARBEIT

1.12.1. Ausgangslage zu Beginn der Arbeit:

- Zum gegenwartigen Zeitpunkt finden sich in der Literatur keine prazisen Daten tber
die Frequenz bzw. Pravalenz von Notch3-/CADASIL-Mutationen  bei
Schlaganfallkohorten. Unter Berlcksichtigung des Aufwandes der
Komplettsequenzierung des humanen Notch3-Gens wird derzeit im Einzelfall bei
Verdacht auf das Vorliegen einer CADASIL-Erkrankung zunéachst gezielt bzw. einem
Stufenschema folgend nach Mutationen in bestimmten Exons (in den sog. Mutations-
Hotspots) gesucht. Dementsprechend finden sich in der publizierten Literatur wenige
systematische Arbeiten, die die kodierenden Abschnitte des humanen Notch3-Gens
jeweils vollstandig sequenziert haben.

- Wir haben unselektionierte junge Schlaganfallpatienten (in der Altersgruppe von 18-
55 Jahren), die in zufalliger Weise aus der Patientenkohorte der SIFAP-Studie
entnommen worden sind, auf Notch3-Mutationen untersucht. Diese Analyse
beinhaltete eine umfassende Komplett-Sequenzierung aller bekannten Exons des

humanen Notch3-Gens.

1.12.2. Zielsetzung der Arbeit:

1) Bestimmung der Frequenz von humanen Notch3-Gen-Mutationen in einer nicht-
selektionierten Kohorte von jungen Schlaganfallpatienten.

2) Analyse und Charakterisierung der gefundenen Mutationen, insbesondere der
sog. Zystein-aussparenden Mutationen.

3) Charakterisierung des klinischen und MR-morphologischen Phénotyps derjenigen
Patienten, die Zystein-aussparende Mutationen im humanen Notch3-Gen aufweisen
(im Vergleich zu einer kleineren, von SIFAP unabhangigen Kontrollgruppe mit
klassisch-paradigmatischen - jeweils zu einer ungeraden Zahl von Zysteinresten in
den EGFR fuhrenden - Mutationen, die reprasentativ fir den prototypischen
CADASIL-Phanotyp dargestellt werden sollten).

4) Die zentrale Fragestellung versucht zu klaren, inwiefern diese Zystein-
aussparenden Sequenzveradnderungen im Sinne von Polymorphismen oder als

relevante Mutationen mit einem atypischen klinischen Verlauf zu interpretieren sind.
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2. MATERIAL UND METHODIK

2.1. AUSWAHL DER PATIENTEN

In der SIFAP1-Studie wurden 5.000 Schlaganfallpatienten im Alter zwischen 18 und
55 Jahren aus einem paneuropdischen Kollektiv auf das Vorliegen von Mutationen
innerhalb des AGLA-Gens und damit einem molekulargenetisch nachgewiesenen M.
Fabry untersucht. Die genetische Analyse erfolgte zentralisiert und komplett
automatisiert an der Universitdt Rostock. Aus der gro3en SIFAP-Kohorte von jungen
Patienten mit Schlaganfall, die keinen M. Fabry aufwiesen, wurden fir die
vorliegende Arbeit die ersten 154 Schlaganfallpatienten aus der rekrutierten Kohorte
ausgewahlt und deren DNA auf das Vorliegen von Mutationen im humanen Notch3-
Gen untersucht.

Als Kontrollgruppe fur die Mutationsanalyse (sog. ,stroke-negative“-Kontrollgruppe)
wurde in einer eigenen Biobank angelegte Blutproben von Individuen mit diversen
genetisch bedingten, per se nicht zum Schlaganfall fihrenden Erkrankungen
verwendet (sowohl manifest Erkrankte mit molekulargenetisch bestatigter Diagnose,

Mutationstrager sowie auch Verdachtsfille; Ubersicht siehe Tab. 1 im Anhang).

Zusatzlich ist eine Kohorte von CADASIL-Patienten (Pat. S. O., M. R., H. R,, G. C.),
deren Diagnose an unserem Zentrum (Zentrum fir Nervenheilkunde/AKos,
Universitat Rostock, Zeitraum 2006-2010) gestellt und molekulargenetisch unterlegt
werden konnte, zur Veranschaulichung eines reprasentativen, relativ prototypischen
klinisch-neuroradiologischen Phanotyps bzw. als Vergleichsgruppe zu mdoglichen
Phanotypen der gefundenen Mutationen im SIFAP-Kollektiv in diese Arbeit

aufgenommen worden.

2.2. GENETISCHE ANALYSEN/SEQUENZANALYSEN DES NOTCH3-GENS

Die DNA-Sequenz- bzw. Mutationsanalyse erfolgte durch Amplifikation aller Exons
des Notch3-Gens inkl. ihrer intronisch flankierenden Regionen sowie eine
anschliellende direkte Sequenzierungen der erzeugten Amplikons, basierend auf der
Dideoxy-Nukleotid-Methode nach Sanger (Sanger et al, 1977). In der vorliegenden
Arbeit wurden insgesamt 154 Patienten und 527 ,stroke-negative“-Kontrollpersonen
auf das Vorliegen von Sequenzvarianten bzw. Mutationen in den kodierenden
Sequenzen der Exons 1-33 sowie derer Intron-Exon-Ubergénge mit der in der Folge
beschriebenen und einzeln erlduterten Methodik untersucht:
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- Isolierung genomischer DNA aus EDTA-Vollblut:

Die Isolierung von genomischer DNA erfolgte aus Blutleukozyten von EDTA-
stabilisierten Blutproben (10 ml EDTA-Blut), die unserem Zentrum im Rahmen der
SIFAP1-Studie zugesandt wurden. 1.8 ml Vollblut jeder einzelnen Probe wurden fur
die DNA-Extraktion eingesetzt, die in automatischer Weise mithilfe eines
Pipettierroboters der Firma Hamilton (Liquid handling work stations Hamilton STAR™
und Hamilton STARplus™; Hamilton Robotics GmbH, Martinsried/D) unter
Verwendung eines DNA-Isolationskits ablief (AGOWA mag Maxi DNA Isolation Kit
PLUS™, Firma AGOWA genomics/AGOWA GmbH, Berlin/D). Die DNA-Isolierung
basiert hierbei auf der Bindung der DNA an magnetischen Mikropartikeln in einer
polydispersen Lésung (sog. ,magnetic beads®). Das verwendete DNA-Isolierungs-
Protokoll im automatisierten System erlaubte eine Ausbeute von ca. 30 ug DNA

(Konzentration 50 ug/ml) pro Patientenprobe.

- Fluorophotometrische Konzentrationsbestimmung und Verdinnung der DNA:

Nach der Isolation erfolgten innerhalb des Pipettierautomaten photometrische
Bestimmungen der DNA-Konzentration in einem Fluorometer (Fluoroskan Ascent™,
Firma Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich/D). Anschliefend wurden die DNA
automatisiert mit TE-Puffer auf eine vorgegeben genormte DNA-Konzentration von
50 pg/ml verdiannt. Ein Aliquot dieser normkonzentrierten DNA-L&sung wurde fir den
nachfolgenden Schritt der PCR-Amplifizierung verwendet, der Rest der Stock-DNA

vom Roboter als Rickstellprobe in einer sog. Biobank eingelagert.

- Automatisierte PCR zur Amplifizierung der gewtinschten DNA-Abschnitte:

-- Grundprinzip der PCR (,polymerase chain reaction®):

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine von Kary B. Mullis entwickelte
Standardmethode zur exponentiellen Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten (Saiki et
al, Science 1988). Der Kopiervorgang einer DNA-Zielsequenz beruht dabei auf sich
wiederholenden Zyklen von 3 Reaktionsschritten (,Denaturierung®, ,Annealing“ und
,Elongation®), deren Abfolge temperaturgesteuert wird. In einem ersten Schritt wird
das doppelstrangige DNA-Molekil, das die zu kopierende Sequenz enthélt, bei einer
Temperatur um 94-95C durch Hitzeeinwirkung in seine beiden komplementaren
Einzelstrange aufgetrennt (=,Denaturierung®). Durch Herabsetzung der Temperatur

auf 37-65T verbinden sich in einem zweiten Schritt zw ei DNA-Oligonukleotide
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definierter Sequenz (sog. ,Primer®) mit den zu ihnen komplementaren Abschnitten
am jeweiligen 3'-Ende der DNA-Einzelstrange (=“Annealing®). In einem dritten Schritt
erfolgt die Neusynthese eines komplementdren Gegenstranges durch eine
hitzestabilen DNA-Polymerase (Taqg-Polymerase; optimale Arbeitstemperatur um 65-
75T), wobei die hybridisierten Primer als Startermol ekiile fur die Polymerisation von
Desoxyribonukleotiden (dNTPs) dienen und entlang der einzelstrangigen DNA-
Vorlage (sog. ,Matrize“ oder ,Template”) in 5 — 3'-Richtung verlangert werden
(=,Extension” oder ,Elongation”). Das so generierte DNA-Doppelstrang-Molekul wird
als zusatzlich entstandenes Template in die folgenden Zyklen einbezogen. Durch die
Wahl eines gegenlaufig orientierten Oligonukleotid-Primerpaares wird ab dem
zweiten Zyklus gezielt die DNA-Sequenz vervielféltigt, die sich zwischen den beiden
Primer befindet. Bei jedem neuen PCR-Zyklus verdoppelt sich idealerweise die
Anzahl an kopierten DNA-Molekilen (sog. ,exponentielle Amplifikation®), so dass
nach 20 Zyklen aus einem einzigen doppelstrangigen DNA-Molekiil theoretisch eine
Million Kopien entstehen. Die PCR findet Ublicherweise in einem sog. Thermocycler
statt, der die in ihm befindlichen Geféd3e mit den Reaktionsansdtzen mdglichst
schnell und prazise auf diejenige Temperatur erhitzt bzw. kihlt, die fir den jeweiligen

Reaktionsschritt benétigt wird.

-- Grundprinzip der Touchdown-PCR:

Die sog. Touchdown-PCR stellt eine Modifikation der Standard-PCR dar mit einer
Abwandlung des Profils des Thermocyclerprogramms zur Erhéhung der Spezifitat
der initialen Primer-Template-Bindung und damit des finalen PCR-Produktes. Die
Annealing-Temperatur wird im initialen Zyklus 5-10C Uber der Schmelztemperatur
des Primers (=Tm) gewahlt und in den folgenden Zyklen in Schritten von 1-2T pro
Zyklus reduziert bis eine Temperatur um Tm oder bis zu 3-5T unterhalb der Tm
erreicht wird. Das Hochhalten der Annealing-Temperatur in den ersten Zyklen soll
initial die hochspezifische Primer- Bindung beginstigen bis eine gewisse Anzahl von
gewunschten Amplikons geschaffen ist. Das zyklusweise Absenken der Annealing-
Temperatur dient dann der quantitativen Vermehrung der initial erzeugten

spezifischen Templates bzw. dem Erhalt einer mdglichst hohen Ausbeute.
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-- Protokoll fiir die hier verwendete Touchdown-PCR:

Die vom Pipettierroboter aus den jeweiligen Blutproben isolierten und normierten
DNA-L&6sungen wurden zusammen mit den im folgendem aufgeflihrten Reagenzien
und Verbrauchsmaterialen in vorgegebener Weise der sog. PCR-Strecke des
Hamilton-Pipettierautomaten vorgelegt. Das System verdinnte dabei zunachst
erneut ein Aliquot der normierten DNA-L&sung mit H,0 von der Norm-Konzentration
auf eine Arbeitslésung-Konzentration von 10 pg/ml. Jeweils 175 pl (35 x 5 yl) der so
erhaltenen DNA-L&sungen von insgesamt 7 (Patienten-) Proben wurden vom System
daraufhin in einer definierten Weise auf eine 384-Well-Platte fiir 35 PCR-Ansatze (35
Ansatze pro Probe entsprechend den 35 fir die insgesamt 33 Exons eingesetzten
Primerpaaren) verteilt: Die Platte besitzt 384 Wells in 24 ,Spalten (1-24) und 16
,Zeilen® (A bis P), jeweils 5 ul DNA wurde in ein Well geflllt nach folgender
Anordnung: Patient 1 = Zeile A (A1-A24) und B (B1-B11); Patient 2 = Zeile C (C1-
C24) und D (D1-D11); etc., Pat 7 = Zeile M (M1-M24) und N (N1-N24); 35 Wells in 2
Zeilen wurden darUberhinaus als Kontrolle mit H,0 beftllt. Insgesamt wurden somit
also 280 Wells (7 x 35 mit DNA-Proben + 35 mit H,0) der 384-Well-Platte besetzt, die
somit in einem gleichzeitigen Arbeitszyklus die Aufarbeitung von 7 (Patienten-)
Proben erlaubte. Zu jeder DNA-L6sung in einem Well (5 ul DNA) wurde dann
automatisch ein PCR-Gemisch (20 pl) hinzupipettiert und die entsprechenden Wells
mit dem jeweiligen spezifischen PCR-Primer (1 pl forward und 1 pl reverse Primer
pro Well) ergénzt. Das PCR-Gemisch bestand aus RNAase-freiem Wasser und dem
HotStarTaq Mastermix™ (beinhaltet HotStar Taqg DNA Polymerase (5 U/ml), PCR
Buffer (mit 3 mM MgClz) und 400 uM von jedem dNTP; Firma Qiagen, Hilden/D).
Anschlielend wurde die so vorbereitete Platte in einen 384-Well-Heizblock eines
PCR-Thermal-Cyclers (DNA Engine Tetrad 2 Peltier Thermal Cycler™, Firma Bio-
Rad, Minchen/D) transferiert und eine Touchdown-PCR-Amplifizierungsreaktion

unter folgenden Programmbedingungen gestartet:
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Initiale Denaturierung | 95°C [ 15 min |

Denaturierung 94°C 30 sec

Annealing 66°C - 1.5 C/ Zyklus 30 sec 13 Zyklen
Elongation 72°C 20 sec

Denaturierung 94°C 30 sec

Annealing 46.5°C + 1.0 T/ Zyklus 30 sec 8 Zyklen
Elongation 72°C 20 sec

Denaturierung 94°C 30 sec

Annealing 54.5°C + 1.0 T/ Zyklus 30 sec 11 Zyklen
Elongation 72°C 20 sec

Finale Extension 72°C 5 min

Abkuhlung 4°C °

- Reinigung der PCR-Produkte (ExoSAP Aufreinigung):

Zur enzymatischen Aufreinigung der durch die Amplifikation erhaltenen PCR-
Produkte wurde ein sog. ,ExoSAP“-Reagienzenansatz (ExoSAP-IT™ PCR Clean-up,
Firma Affymetrix Inc./USB Corporation, Cleveland Ohio/USA) verwendet, der der
Entfernung von ungewiinschten Komponenten wie Uberschissigen Primer und
Nukleotiden dient, die mit nachfolgenden Reaktionsschritten wie der
Sequenzierungsreaktion interferieren kénnten. Hierzu wurde noch wahrend der PCR-
Inkubationszeit eine weitere 384-Well-Platte vom System vorbereitet und mit dem
ExoSAP-Ansatz versehen, der die Enzyme ,Exonuklease 1 (Abbau der
Uberschussigen Primer) und ,Shrimp alkaline phosphatase® (Abbau Uberschissiger
Nukleotide) sowie einen Anteil Tris-Puffer enthalt (hier verwendetes Protokoll: 4 ul
Exo-SAP-Master-Ansatz bestehend aus je 1ul ,Shrimp alkaline phosphatase®, 0,5 ul
,Exonuklease |“ und 2.5 ul Tris-Puffer pro Well).

Nach Beendigung der Touchdown-PCR-Zyklen wurden die PCR-Produkte (jeweils 5
pl PCR-Produkt pro Well) in die mit ExoSAP vorbereitete Platte umpipettiert und der
Reinigungsschritt mittels einer erneuten Inkubationsphase im PCR-Thermal-Cycler
(DNA Engine Tetrad 2 Peltier Thermal Cycler™, Firma Bio-Rad, Minchen/D)
katalysiert (15 Minuten 37C, 15 Minuten 80TC, « 4T).

- Sequenzierungsreaktion (Sequenzierungs-PCR; CycleSequencing):

-- Grundprinzip der Sequenzierungsreaktion:

Das Ausgangsmaterial fur die ,Dideoxy-“ oder auch ,Kettenabbruch®-genannte
Methode nach Sanger ist Einzelstrang-DNA (Sanger et al, 1977). Bei diesem
Verfahren wird analog zur PCR der zu sequenzierende DNA-Einzelstrang nach

Bindung eines spezifischen Primers durch eine Polymerase verlangert. Neben
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Desoxy-Nukleotiden (dNTPs) werden der Reaktion jedoch auch zu einem geringeren
Anteil (ca. 10 %) fluoreszenzmarkierte Didesoxy-Nukleotide (ddNTPs) beigeflugt, die
nach ihrem Einbau in die wachsende Polynukleotidkette durch das Fehlen ihrer 3’-
OH-Gruppe zu einem Kettenabbruch fluhren (sog. Terminatoren). Die Mischung von
dNTPS und ddNTPS wird so gewahlt, dass es statistisch gesehen an jeder
Nukleotidposition einmal zum Einbau eines ddNTPs und damit zum Kettenabbruch
kommt. Somit erhalt man DNA-Ketten unterschiedlicher Léange, deren letzte - zum
Kettenabbruch flihrende - Base fluoreszenzmarkiert ist, wobei jede der vier
mdglichen ddNTPs mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff gekennzeichnet ist. Die
so durch die Sequenzierreaktion entstandenen Populationen an unterschiedlich
langen DNA-Fragmenten mit unterschiedlich markierter letzter Base lassen sich im
Folgenden in einem hochauflésenden Elektrophoreseverfahren auftrennen (z. B.
Kapillarelektrophorese in einem entsprechend ausgestatteten Sequenziergerat). Die
Detektion der mit 4 verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markierten Fragmente
erfolgt durch Anregung der Farbstoffe Uber fokussierte Argon-Laserstrahlen und
Auswertung der Emission nach spektraler Aufspaltung Uber eine hochauflésende
CCD (charge coupled device)-Kamera. Aus der Kombination von Laufstrecke und
Fluoreszenzsignalen der Fragmente lasst sich letztendlich die DNA-Sequenz
ermitteln. Mithilfe einer gerédtespezifischen Auswertesoftware des Sequencers

werden die detektierten Emissionspeaks in eine Sequenzabfolge Gbersetzt.

-- Protokoll der Sequenzierungsreaktion:

Parallel zur ExoSAP-Reinigung der erhaltenen PCR-Produkte wurden vom
Pipettierroboter vorbereitend einer dritten 384-Well-Platte die
Sequenzierungsreaktions-Ansatze vorgelegt. Dieser sog. Cycle Sequencing
Mastermix (Big Dye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems,
Darmstadt/D), bestehend aus einem Sequenzierpuffer und der BigDye™-Ldsung
(enthélt als gebrauchsfertiger Mix alle benétigten Komponenten wie Puffer, dNTPs,
fluoreszenzmarkierte ddNTPs und die Taq Polymerase), wurde mit einem jeweils
spezifischen Sequenzier-Primer versetzt (Ubersicht iiber die verwendeten Primer:
Tab. 2 im Anhang). Im Gegensatz zur PCR, bei der fur jeden Reaktionsansatz
forward- und reverse-Primer zur Amplifizierung eines DNA-Segmentes eingesetzt
werden, wird bei der Sequenzierungsreaktion pro Reaktionsansatz entweder ein

forward- oder reverse-Primer benutzt. Die Reaktionskomponenten wurden in einem
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Gesamtvolumen von 9 ul pro Well angesetzt, darin enthalten waren 1 pl Primer (10
uM), 0.5 pl BigDye-Lésung, 2 pl Sequenzierpuffer sowie 5,5 pyl H20. Nach
automatisierter Zugabe von 1 pl des gereinigten PCR-Produktes pro Well in die 384-
Well-Platte wurden die Ansétze in den Thermal-PCR-Cycler (DNA Engine Tetrad 2
Peltier Thermal Cycler™, Firma Bio-Rad, Minchen/D) transferiert und die

Sequenzierungs-PCR nach folgenden Programmbedingungen durchgeftihrt:

Denaturierung 96°c 20 sec

Annealing 50°C 20 sec 30 Zyklen
Elongation 60°C 4 min

Abkiihlung [ 4°C [ = |

- Reinigung der Sequenzierprodukte:

In einem nachsten Schritt erfolgte die Reinigung der erhaltenen Cycle-Sequencing-
Amplifikate von nicht-inkorporierten Terminatoren, Nukleotiden, Salzen und anderen
Kontaminationen, basierend auf der Bindung der Sequenzierprodukte an
magnetischen Partikeln in einem sog. ,solid phase reversible immobilization®
Purifikationssystem (Agencourt CleanSEQ™, Agencourt Bioscience Corporation der
Firma Beckman Coulter Genomics, Danvers Massachusetts/USA). Hierzu wurde zu
jedem Amplifikat in den Wells der 384-Platte Agencourt Clean SEQ™ (mit
magnetischen Partikeln = ,magnetic beads®) hinzugegeben sowie mit 85 % Ethanol
gemischt und inkubiert (zur alkoholischen Préazipitierung der DNA, in den restlichen
15 Vol% ddH20 I6sen sich Verunreinigungen). Die Platte wurde dann auf einen
Magnetblock platziert und ein Magnetfeld eingeschaltet, wodurch sich die ,magnetic
beads“ mit den gebundenen Cycle-Sequencing-Produkten an den Bdéden der
Kavitdten/Wells sammeln. Der Uberstand (mit den Terminatoren/Kontaminationen)
wurde abgesaugt und verworfen. Dieser Waschschritt mit 85 % Ethanol wurde
mehrfach wiederholt, die ,magnetic beads"-Pellets dann unter Ausschaltung des
Magnetblockes trocken abpipettiert und in bidestilliertem Wasser geldst, damit sich
die Sequenzierprodukte von den Magnetpartikeln 16sen und im Wasser eluieren
konnten. Die Platte wurde daraufhin erneut auf dem Magnetblock platziert, so dass
die im klaren Uberstand eluierten PCR-Sequenzierprodukte (iber dem ,magnetic
bead“-Pellet abpipettiert und letztendlich auf eine Sequenzierplatte Ubertragen
werden konnten, wo sie mit Mineraldl Gberschichtet wurden, um eine Degradierung

der Cycle-Sequencing-Produkte zu vermeiden.
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- Sequenzierung/Sequenzierungsanalyse:

Mit Hilfe des ,ABI 3130x/ Genetic Analyzer™ (Firma Applied Biosystems, Foster City,
CA/USA) wurden die in der Sequenzierreaktion entstandenen 3'-
fluoreszenzmarkierten DNA-Extensionsprodukte kapillar-elektrophoretisch der Lénge
nach aufgetrennt. Das vollautomatische Sequenziergerét ist mit einem Multi-Kapillar-
Array (insgesamt 16 mit einem gelartigen Fertigpolymer gefillite Quarzglaskapillaren)
ausgestattet, der die gleichzeitige Auftrennung von mehreren Proben erlaubte. Am
anodennahen Ende der jeweiligen Kapillare durchliefen die aufgetrennten
Sequenzprodukte einer Probe ein Detektionsfenster, durch das die
fluoreszenzmarkierten Fragmente von einem Laser angeregt wurden. Die an einem
Detektor registrierte Abfolge der einzelnen Fluoreszenzsignale gibt dabei direkt die
Nukleotidfolge des sequenzierten DNA-Stranges wieder. Mittels einer
geratespezifischen Software kann diese Abfolge anhand von farbigen
Peakdiagrammen in einem sog. Chromatogramm visualisiert und die gesuchte DNA-
Sequenz letztendlich ermittelt bzw. abgelesen werden. Die Auswertung der
erhaltenen Sequenzen erfolgte unter Verwendung der Software SeqPilot™ (JSI
medical System GmbH), die die Sequenzen mit der hinterlegten Wildtyp-Sequenz
des jeweiligen Genabschnitts verglich und letztlich die gefundenen Verénderungen/
Mismatches anzeigte. Zur Beschreibung bzw. Nukleotid-Positionsangabe der
Mutationen auf kodierender DNA-Ebene verwendeten wir in unserer Arbeit die auf
die NCBI-Referenz-Sequenz NG _009819.1 bezogene Nukleotidfolge der CDS
(coding sequences) (Referenzsequenz des National Center for Biotechnology
Information (NCBI): “Homo sapiens Notch homolog 3 (Drosophila) (NOTCH3),
RefSeqGene on chromosome 19”). Die erste Base (A) des fur das Methionin-/Start-

Kodon kodierenden Triplets (ATG) entspricht hierbei der Nukleotidnummer 1.

- Manuelle Wiederholungen:

Im Falle der ldentifikation einer Abweichung in der Notch3-Sequenz wurde das
Ergebnis beim entsprechenden Patienten durch eine selektiv auf das betroffene
Exon beschréankte PCR-Amplifikation und anschlielende Sequenzierung nochmals
Uberpruft sowie zusatzlich durch eine manuelle Wiederholung der Analyse bestétigt.
Hierzu erfolgte zunachst eine erneute DNA-Isolierung aus 200 pl Vollblut mittels
eines High Pure PCR Template Kit™ (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim/D), das

auf der Bindung der DNA an Filter-Tube-Einsatzen basiert. Mittels eines manuell
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erstellten PCR-Ansatzes (ausgehend von 2,5 ul der gewonnenen DNA fir die
Amplifikation des jeweiligen Exons, versetzt mit 6,25 ul HotStarTaq Polymerase
Mastermix™, 2.75 uyl RNase freiem Wasser sowie 1 ul Primer (0.5 ul forward und 0.5
Ml reverse Primer)) und einer anschlieBenden direkten Sequenzierung in einem
vollautomatischen Sequenziergerat nach oben beschriebenen Standardbedingungen

wurde die vorangehend gefundene Sequenzveradnderung/-variation verifiziert.

Jede nachgewiesene Sequenzveranderung der genomischen DNA wurde jeweils mit
uber 250, im Falle von wahrscheinlichen Mutationen mit Gber 500 Kontroll-DNA-

Proben (,stroke-negative” Kontrollgruppe; Vgl. Tab. 1 im Anhang) verglichen.

CADASIL-Patienten (Pat. S. O., M. R., H. R., G. C.), die aus einem eigenen, von
SIFAP unabhangigen Patientenkollektiv stammen und als Vergleichsgruppe mit
einem reprasentativen, relativ klassischen Kklinisch-neuroradiologischen Phanotyp
aufgefihrt werden sollten, sind urspringlich mit derselben - oben dargelegten —
Methodik (Ausnahme: manuelles statt automatisiertes Pipettieren)
molekulargenetisch untersucht worden. Auf dieser Basis konnte bei ihnen jeweils

eine krankheitsverursachende Mutation nachgewiesen werden.

2.3. CHARAKTERISIERUNG VON PHANOTYPEN

2.3.1. Charakterisierung des Phénotyps der gefundenen Notch3-Mutationen

Die phanotypische Charakterisierung der Indexpatienten, bei denen mit o.g.
Methoden eine mit einer Mutation vereinbare Variation in der Notch3-Sequenz
identifiziert wurde, basiert auf anamnestischen und klinischen Daten sowie einer
multimodalen MR-Bildgebung des Neurocraniums. Die Daten wurden aus dem
webbasierten CRF (,case report form“) der SIFAP-Studie und vor Ort im
entsprechenden Zentrum Uber die zustéandigen Arzte erhalten und gesammelt.

Sie beinhalteten bei jedem betroffenen Patient Informationen zu:

- ANAMNESE:

- Anamnese zum erlittenen Schlaganfall

- frihere Schlaganfalle oder zerebrovaskulare Ereignisse
- Kopfschmerz-/Migraneanamnese

- Anamnese zu neuropsychiatrische Auffélligkeiten

- Vorerkrankungen, kardiovaskulére Risikofaktoren, Medikation
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- FAMILIENANAMNESE

- insbesondere Vorkommen von Kopfschmerzen/Migréne, zerebrovaskuldren Ereignissen,

dementiellen Entwicklungen oder neuropsychiatrischen Auffalligkeiten innerhalb der Familie

- KLINIK

- Dokumentation des neurologischen Status kurz nach dem Schlaganfallereignis

- KRANIELLE MR-BILDGEBUNG:
- Multimodale MR-Bildgebung, die im Rahmen der SIFAP1-Studie kurz (innerhalb 30 Tagen)
nach dem Schlaganfallereignis gefordert wurde, wobei sowohl eine neuroradiologische Analyse
durch erfahrene, gegenuber den klinisch-epidemiologischen Daten verblindete Untersucher der
Neurologischen Universitatsklinik Graz (Direktor Prof. F. Fazekas) wie auch eine eigenstandige
Analyse der Bilder erfolgten. Im MRT-Analyse-Zentrum in Graz erfolgte eine multiparametrische
Beurteilung der MR-Bilder aller in die SIFAP-Studie eingeschlossenen Patienten, die u.a.
folgende routinemaRig angewendete Skalen umfasste: Fazekas Rating Scale (Fazekas et al,
1987) zur Beurteilung der ,white matter hyperintensities“ (WMH in der tiefen weillen Substanz:
0 = abwesend, 1 = punktuell, 2 = frih konfluierend, 3 = konfluierend; WMH in der
periventrikuldren Substanz: 0 = abwesend, 1 = Bleistift-dinne Linien, 2 = Halo mit > 5 mm
Dicke, 3 = irreguldare WMH mit Ausweitung in die tiefe weille Substanz; WMH im Ponsbereich: 0
= abwesend, 1 = punktuell, 2 = friih konfluierend, 3 = konfluierend). Die globale Atrophie wurde
mittels einer Vorlagen-basierten Skala eingeschétzt, die zwischen Werten von 1 (keine
Atrophie) bis 8 (schwere Atrophie) abstuft und separat eine innere (,ventrikulare®) und auliere

(,sulkale®) Hirnatrophie beurteilt (Rating Scale nach Ryberg et al, 2008).

- ZUSATZUNTERSUCHUNGEN:

- Laboruntersuchungen (Differentialblutbild, Blutchemie, HbA1c, Lipidstatus; Proteinurie), die im
Rahmen der SIFAP-Studie gefordert wurden

- Doppler- und duplexsonographische Untersuchungen der hirnversorgenden extra- und
intrakraniellen Gefale

- EKG,; fakultativ: Echokardiographie

2.3.1. Charakterisierung des Phénotyp-Spektrums von CADASIL-Patienten aus
einer eigenen Patientenkohorte

Das Spektrum der Phanotypen einer kleinen Kohorte von CADASIL-Patienten, deren
Diagnose molekulargenetisch an unserem Zentrum im Zeitraum zwischen 2006-2010
gestellt wurde, soll mit klinischen Fallbeschreibungen umrissen werden. Die
verfligbaren Daten zu den entsprechenden Patienten (Anamnese, Klinik, Verlauf,
zerebrale MR-Bildgebungen, Familienanamnese) wurden ermittelt und die
Betroffenen ergénzend im Rahmen einer Vorstellung an unserem Zentrum

anamnestisch und klinisch-neurologisch evaluiert.
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3. ERGEBNISSE

3.1. GENETISCHE ANALYSEN/MUTATIONSANALYSEN

Bei der Untersuchung der kodierenden DNA-Bereiche des gesamten Notch3-Gens
von insgesamt 154 SIFAP-Patienten lieBen sich bei 3 Patienten Veranderungen
identifizieren, die als hochwahrscheinliche Punktmutationen zu klassifizieren sind, da
sie bei keiner von jeweils mindestens 498 Kontrollen nachgewiesen werden konnten
(die einwandfrei verwertbare Anzahl von Kontrollen lag je nach Uberprifter
Mutationsposition zwischen 498 und 514). Dariberhinaus sind in derselben Kohorte
insgesamt 3 Sequenzvariationen gefunden worden, die als sog. Polymorphismen
(,SNP*, single nucleotide polymorphismus) einzustufen sind. Folgende tabellarische
Zusammenfassungen (A: gefundene und zu prifende Sequenzvariationen, B:
vermutliche Mutationen; C: vermutliche Polymorphismen) geben 2zu den

molekulargenetisch gefundenen Ergebnissen einen Uberblick:

A) Zusammenfassung von gefundenen und zu priifenden Sequenzvariationen:

Zu priifende Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4 Nr. 5 Nr. 6 Nr. 7 Nr. 8 Nr. 9 Nr. 10
Verdanderung:

Exon Exon Exon Exon Exon Exon Exon Exon Exon Exon Exon
9 1 21 25 25 32 32 33 33 33

Nukleotid- c.1490 | c.1678 | c.3399 c.4552 c.4639 c.5854 c.5868 | c.6097 c.6221 c.6532
Position

Nukleotid- C>T G>T C>A C>A C>G G>A G>C C>T C>T C>T
Austausch

Position und S497L | V560L | H1133Q | L1518M | L1547V | V1952M | L1956F | P2033S | P2074L | P2178S
Art des AS-
Austausches

SIFAP1-
Kollektiv

Anzahl der 154 154 154 154 154 154 154 154 154 154
gepriften
Patienten

Auftreten der 3 0 6 0 1 3 0 0 1 1
Veranderung

,Stroke-
negative‘-
Kontrollen

Anzahl der 288 239 288 527 527 288 527 527 527 527
Patienten
gesamt

Davon nicht 3 7 10 13 13 9 29 29 29 23
verwertbar

Verbleibende 285 232 278 514 514 279 498 498 498 504
Kontrollzahl

Auftreten der 2 1 17 1 0 5 2 2 0 0
Verénderung
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B) Vermutliche Mutationen:

Folgende hochwahrscheinliche Mutationen des Notch3-Gens wurden bei der direkten

Sequenzierung aller Exons von 154 untersuchten Patienten gefunden:

Als Nr. 5 Nr. 9 Nr. 10

MUTATION

zu klassifizierende

Verdnderung:

Exon Exon 25 Exon 33 Exon 33

Nukleotid-Position c.4639 c.6221 c.6532

Nukleotid-Austausch C>G C>T C>T

Position und Art des AS- L1547V P2074L P2178S

Austausches

Hetero-/Homozygotie het. het. het.

Zuordnung zu Patient/

SIFAP-Zentrum:

Patient 01 P 0052 17 P 1295 32 P 2629

Zentrum Zentrum Zentrum Zentrum
Graz Lyon Regensburg

Alle 3 Mutationen sind zum Zeitpunkt der Untersuchung in der publizierten Literatur

bzw. bekannten Genmutationsdatenbanken nicht beschrieben worden. Sie fuhren

alle zu einem Aminosaureaustausch, der die Aminosaure Zystein nicht tangiert.

C) Vermutliche Polymorphismen:

Folgende Polymorphismen in der Notch3-Sequenz wurden bei 154 untersuchten

SIFAP-Patienten mit Schlaganfall (Vgl. ,C1%) sowie in der Schlaganfall-negativen

Kontrollgruppe (Vgl. ,C2“) gefunden:

C1) SIFAP 1-Patienten C2) Schlaganfall-negative-

Kontrollgruppe
(,,stroke-negative“-Kontrollen)

Als POLYMORPHISMUS | Nr. 1 Nr. 3 Nr. 6 Nr. 2 Nr. 4 Nr. 7 Nr. 8

zu klassifizierende

Verdnderung:

Exon Exon 9 Exon 21 Exon 32 Exon11 | Exon 25 Exon 32 Exon 33

Nukleotid-Position c.1490 c.3399 c.5854 c.1678 c.4552 c.5868 c.6097

Nukleotid-Austausch C>T C>A G>A G>T C>A G>C C>T

Position und Art des AS- S497L H1133Q | V1952M V560L L1518M L1956F P2033S

Austausches

Hetero-/Homozygotie het. het. het. het. het. het. het.

Gefunden bei SIFAP1-

Patienten bzw. ,,stroke-

negativen“-Kontrollen:

SIFAP1-Patienten 3/154 6/154 3/154 0/154 0/154 0/154 0/154

~Stroke —negative* 2/285 17/278 5/279 1/232 1/514 2/498 2/498

Kontrollen
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3.2. FALLBESCHREIBUNGEN und KLINISCH-NEURORADIOLOGISCHER
PHANOTYP VON PATIENTEN, BEI DENEN EINE HOCHWAHRSCHEINLICHE
MUTATION IDENTIFIZIERT WURDE

3.2.1. PATIENT 32 P 2629 (SIFAP-ZENTRUM REGENSBURG)
Mutation:
Exon 33, heterozygot, ¢.6532 C>T, [P2178S]: Heterozygote Mutation im Exon

33, die zu einem Nukleotid-Austausch an der Position 6532 von C>T und einem

Aminosaure-Austausch an der Position 2178 von Prolin zu Serin flhrt.

Fall-/Patientenbeschreibung:

Bei diesem Patienten handelt es sich um einen 53-jahrigen Mann europdaischer
Herkunft. Er erlitt am 24.09.2008 einen ischdmischen, dem Carotis-
Versorgungsgebiet links zuzuordnenden Schlaganfall, der zunachst durch eine in
der Hauslichkeit aufgetretene global-aphasische Stérung symptomatisch wurde,
darUberhinaus kam es einige Stunden verzégert zu einer passageren einseitigen
Visusstérung (Amaurosis fugax) im Sinne eines Zentralarterienverschlusses
links.

Anamnestisch lie3en sich Hinweise fur ein mégliches Trauma in der néheren
Vorgeschichte erheben, wobei der Patient vor ca. 2-3 Wochen im Rahmen einer
Baumpflege von einer Leiter abgerutscht und mit seiner linksseitigen Halspartie
auf eine Astgabel gestilrzt sein sollte und seither tGber pradominant linksseitige
Hals- und Schulterschmerzen klagte, die in den Kopfbereich ausstrahlten.

Zum Zeitpunkt der Aufnahme in der neurologischen Klinik des
Universitatsklinikums Regensburg war die Aphasie bereits komplett rucklaufig
und nicht mehr nachweisbar, persistierend fand sich eine Visusstérung links bei
ansonsten unauffalligem neurologischem Status. In der zerebralen Bildgebung
lieBen sich MR-morphologisch frische, embolisch anmutende ischdmische Areale
im Bereich des hinteren Stromgebietes der A. cerebri media links (parieto-
occipitale Areale im sog. hinteren Grenzstromgebiet) nachweisen. Im Rahmen
der Abkldrung des Schlaganfallgeschehens fanden sich sowohl in der MR-
Angiographie der HalsgefalRe wie auch neurosonographisch mit einer Dissektion
vereinbare Veranderungen der Arteria carotis interna links. Fur eine Dissektion

sprachen ein relativ typisch konfigurierter, zipflig-konisch bis unter die
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Schéadelbasis zulaufender, distaler Verschluss der A. carotis interna, fehlende
ausgepragte arteriosklerotische Veranderungen der HalsgefaBe und das
mdgliche Trauma in der Anamnese.

Die weiteren Routine-Abklarungen des zerebral-ischamischen Ereignis ergaben
nicht-wegweisende Befunde: Laborchemisch fiel ein leicht erhéhtes HbA1c von
6.4 % auf, EKG und transthorakale Echokardiographie zeigten einen
Normalbefund.

Konsekutiv wurde der Patient entsprechend dem Dissektionsnachweis
Uberlappend mit einer subkutanen Heparinisierung auf eine orale Antikoagulation

mit Marcumar flr zumindest 6 Monate eingestellt.

Eigenanamnese/Vorgeschichte:
- Anamnestisch lie3en sich keine friiheren zerebrovaskularen Ereignisse, keine
Migréne/gehdufte Kopfschmerzen und keine dementielle Entwicklung bzw.
neuropsychiatrische Auffalligkeiten eruieren.
- An kardiovaskularen Risikofaktoren bestanden ein leichter, nicht-medikamentos
gefluihrter arterieller Hypertonus (ED im 27. LJ) sowie ein Nikotinabusus (Beginn
17. LJ; 20 Zigaretten/Tag).

- Z. n. Cholezystektomie, Z. n. Nasennebenhd&hlenoperation.

Familienanamnese:
Die Familienanamnese ergab keine Hinweise fur Migrdne/Kopfschmerzen,
zerebrovaskulare Ereignisse, dementielle Entwicklungen oder
neuropsychiatrische Auffalligkeiten.
Familienanamnestisch bemerkenswert ist das Vorkommen eines systemischen
Lupus erythematodus bei der mit 70 Jahren verstorbenen Mutter (wohl keine
neuropsychiatrische Auffélligkeiten, allerdings mit kardialen Problemen) und

eines Diabetes mellitus Typ 2 bei einem 26-jéhrigen Sohn des Patienten.
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MRT-Bildgebung:

cMRT vom 15.09.2008 (Patlent 32 P 2629)

Vorliegende MR-Sequenzen: - Diffusionswichtung axial (DWI/EPI axial)

- T1 axial und koronar

- T2 axial

- FLAIR axial

- T2* axial

- TOF-MR-Angiographie der groRen intrakraniellen arteriellen Gefalie,
CE-MR-Angiographie der supraaortalen Halsgefalie

Gefundene Pathologie: - Frische Ischamien parietooccipital (und fraglich frontobasal)
links im Grenzstromgebiet der A. cerebri media links.

- CE-MRA der Halsgefalie:
Distaler Verschluss der A. carotis interna links, aufgrund der
Konfiguration des GefdRabbruches (zipflig-zulaufend zur
Schadelbasis) ist trotz fehlendem Nachweis eines eindeutigen
Wandhamatoms von einer Dissektion der ACI links auszugehen

Weitere Analysen beziglich:

- WMH (white mater | Nicht/kaum vorhanden

hyperintensities)
Nach modifizierter | deep WMH 0
Fazekas Rating Skala | periventricular WMH 0
(min. 0 bis max. 3) pons WMH 0
WMH im Bereich Anteriorer Temporalpol Nein
Capsula externa Nein
Inselregion Nein
Frontallappen, gyrus frontalis sup. | Nein
- Microbleeds Nicht vorhanden
(Mikrohdmorrhagien in
T2%)
- Zerebrale Atrophie Sehr gering
Nach Atrophie-Score ventricular atrophy 2
(min. 0 bis max. 8) sulcal atrophy 5
- GefaRe - distaler Verschluss der ACI links (mit vermutlicher kompensatorischer

Auffullung der MCA links (ber die retrograd perfundierte ACA)
- keine Ektasien/Elongationen der Gefale,
keine vaskuldren Malformationen

lllustrierende Abbildungen der MRT-Sequenzen Patient 32 P 2629:
- Diffusionswichtung (Epi/Diff), axial:

Axiale diffusionsgewichtete Sequenzen mit Nachweis von multiplen Diffusionseinschrédnkungen
parieto-occipital links (—)
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- FLAIR, axial:

Axiale FLAIR-Sequenzen mit multiplen Hyperintensitaten parieto-occipital links

Axiale FLAIR-Sequenzen ohne wesentliche WMH/Hyperintensitaten supratentoriell. Keine WMH im
anterioren Temporalpol.

- CE-MR-Angiosequenz der Halsgefalle:

CE-MRA der supréartalén GeféaBe mit Darstellung einer Dissektion der A. carotis interna links
(zipflig zur Schadelbasis zulaufender Verschluss; markiert mit —)
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3.2.2. PATIENT 17 P 1295 (SIFAP-ZENTRUM LYON)
Mutation:
Exon 33, heterozygot, c.6221 C>T, [P2074L]: Heterozygote Mutation im Exon 33,

die zu einem Nukleotid-Austausch an der Position 6221 von C>T und einem

Aminoséaure-Austausch an der Position 2074 von Prolin zu Leucin fuhrt.

Fall-/Patientenbeschreibung:

Bei diesem Patienten handelt es sich um einen rechtshandigen 45-jahrigen Mann
tunesischer Herkunft, der am 24.04.2008 aufgrund einer plétzlich aufgetretenen
motorisch- und beinbetonten Halbseitensymptomatik rechts der Schlaganfall-
Einrichtung der Neurologischen Kilinik von Lyon zugewiesen wurde. Bei
Aufnahme wurde eine rechtsseitige, beinbetonte und ataktische Hemiparese mit
Pyramidenbahnzeichen festgestellt. Am 4. Tag war eine Kklinische
Verschlechterung mit einer neu aufgetretenen leichten Parese der linken unteren
Extremitat sowie einer Dysarthrie ersichtlich. Darlberhinaus wurden nach der
Akutphase im weiteren Verlauf eine leichte anomische/aphasische Stdrung,
anosognostische Elemente sowie mittelgradige mnestisch-kognitive Defizite mit
fuhrenden exekutiven sowie Aufmerksamkeits-, Auffassungs- und verbalen
Gedachtnisstérungen manifest.

Urséchlich konnten MR-morphologisch am Aufnahmetag und in einer
Kontrollbildgebung vom 29.04.2008 (am 4.Tag) frischere zerebrale Ischdmien in
mehreren vaskuldren Stromgebieten nachgewiesen werden, bestehend aus
Lasionen sowohl im Stromgebiet der A. cerebri media links (territorialer MCA-
Infarkt mit L&sion striatokapsuldr sowie Zeichen eines embolisch gestreuten
territorialen Partialinfarktes im eher hinteren Stromgebiet links) wie auch im
Bereich des rechten Hirnstammes (ischamische Lasion pontin dorsal paramedian
rechts in der DWI-Sequenz, zusatzlich mdgliche Mikroblutungen hier aufgrund
von Bewegungsartefakten nicht sicher auszuschlielfen). Welche der L&sionen
oder ob beide Léasionen verantwortlich zeichneten fur oben erwadhnte Klinik
konnte mit letztendlicher Sicherheit nicht bestimmt werden, sowohl die
supratentoriellen  links- als auch die infratentoriellen rechtsseitigen
Veradnderungen erschienen in der MRT ungefahr gleich alt. Die MR-
angiographischen Sequenzen der intrakraniellen Gefal3e zeigten keine Stenosen
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oder Verschlisse, die Basilararterie (wie auch die beiden internen Carotiden)
imponierten in einer dolichoektatischen Konfiguration.

Die Zusatzuntersuchungen im Rahmen der Abklarung des
Multiinfarktgeschehens ergaben folgende Befunde: Die transésophageale
Echokardiographie brachte eine hypertrophe Kardiomyopathie mit einem
linksaurikularen ~ Thrombus zum  Vorschein. Am  Aufnahmetag st
elektrokardiographisch noch ein Sinusrhythmus mit einer lateralen T-Wellen-
Invertierung festgestellt worden, im Verlauf konnte am 21. Tag ein mit einer
kardiopulmonalen Dekompensation einhergehendes Vorhoffimmern detektiert
werden (das in einer spateren EKG-Holter-Untersuchung permanent
persistierte). Neurosonographisch fanden sich keine relevanten Stenosen oder
Verschlisse der extrakraniellen Carotiden oder Vertebralien (bei vermutlicher
Hypoplasie der A.vertebralis rechts bzw. pradominantem rechtsseitigem
Vertebralisversorgungstyp).  Paraklinisch-laborchemisch  imponierten  eine
Niereninsuffizienz (Kreatininclearance nach Cockroft 60 ml/min) und ein leicht
erhéhtes HbA1c von 6,2 % bei fehlender Dyslipidédmie. Auf dem Boden einer am
ehesten kardioembolisch vermuteten Genese des zerebrovaskuldren
Geschehens wurde die vorbestehende Sekundéarprophylaxe von Clopidogrel auf
eine orale Antikoagulation mit Fluindione (Ziel-INR 2,5) gewechselt.

Im Rahmen einer klinisch-neurologischen Verlaufskontrolle 10 Monate spater
wies der Patient noch eine moderate Parese der rechten unteren Extremitat auf
(konnte aber ohne Hilfe gehen), darliberhinaus fielen eine persistierende

anomische Sprachstérung und Aufmerksamkeitsdefizite auf.

Eigenanamnese/Vorgeschichte:

- FrGhere klinisch relevante zerebrovaskulare Ereignisse, eine Migréane/gehaufte
Kopfschmerzen und eine vorangehende dementielle Entwicklung bzw.
neuropsychiatrische Aufféalligkeiten lie3en sich anamnestisch nicht erheben.

- An kardiovaskularen Risikofaktoren bestand eine Adipositas (BMI = 37 kg/m?)
bzw. in diesem Kontext ein metabolisches Syndrom mit einem Diabetes mellitus
Typ 2 (ED 2004, komplizierende diabetische Retinopathie; Incompliance
bezlglich Behandlung mit Metformin und Gliclazid) sowie einem durftig
kontrollierten arteriellen Hypertonus (unter Behandlung mit Verapamil, Losartan
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und Hydrochlorothiazid). Kein Nikotinabusus. Keine Koronare Herzkrankheit,
keine Myokardinfarkte, keine Herzrhythmusstérungen vorbekannt.

- Vorgeschichtlich wies der Patienten dariberhinaus eine chronische Hepatitis C

(unter Behandlung mit Peginterferon alpha-2a und Ribavirin), eine Hypothyreose

(Substitutionsbehandlung mit L-Thyroxin)  sowie ein obstruktives

Schlafapnoesyndrom auf.

Familienanamnese:
Die Familienanamnese ergab keine Hinweise fir Migrane/Kopfschmerzen,
zerebrovaskulare Ereignisse, dementielle Entwicklungen oder

neuropsychiatrische Auffélligkeiten.

MRT-Bildgebung:

cMRT vom 15.09.2008 (Patlent 17 P 1295)

Vorliegende MR-Sequenzen: DW]I axial

- 3D T1 mit KM (Gadolinium)

- FLAIR axial

- TOF-MR-Angiographie der grof3en intrakraniellen arteriellen Gefalie,
MR-Angiographie der Halsgefale

Gefundene Pathologie: - Frischere Ischamien im MCA-Stromgebiet links:

GroRere kapsulare/ striatokapsuldre Lasion links (mit Einbezug
des anterioren Thalamus) und als Teilinfarkt imponierende
Lasion im hinteren Mediastromgebiet links;

Frischere Ischiamie im Hirnstammbereich paramedian dorsal
pontin rechts.

- Alterer MCA-Partialinfarkt links temporal.
- leichte bis miRige Hyperintensititen der weiBen Substanz (ohne
erkennbares prototypisches Verteilungsmuster fir CADASIL)

- vermutliche Arachnoidalzyste und Tortuositat der vertebrobasilaren
GeféalRe angrenzend an den linken Hirnstamm mit Impression und
Verdrédngung desselben nach links

Weitere Analysen beziglich:

- WMH (white mater | Leicht bis maRig ausgepragt vorhanden
hyperintensities)

Nach modifizierter | deep WMH 1
Fazekas Rating Skala | periventricular WMH 1
(min.0 bis max. 3) pons WMH 3
WMH im Bereich Anteriorer Temporalpol Nein
Capsula externa Nein
Inselregion Nein
Frontallappen, gyrus frontalis sup. | Nein
- Microbleeds Nicht adaquat beurteilbar bei fehlender T2*-Sequenz
(Mikrohamorrhagien in
T2%)
-  Zerebrale Atrophie Gering
Nach Atrophie-Score | ventricular atrophy 6
(min. O bis max. 8) sulcal atrophy 4
- GefaBe - ektatische und elongierte Verldufe der vertebrobasilare Gefalle und

A. carotides internae beidseits
- keine vaskularen Malformationen
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lllustrierende Abbildungen der MRT-Sequenzen Patient 17 P 1295:

- Diffusionswichtung, axial:

Diffusionsgewichtete Sequenzen mit Darstellung von mehreren Diffusionseinschrankungen im Sinne von
frischeren Ischamien im MCA-Stromgebiet links (kapsuldre/striatokapsulare Lasion mit Einbezug des
Thalamus; Ischamiegebiet paraventrikuldr des Hinterhornes des Seitenventrikels im hinteren
Mediastromgebiet links; weilRe —) sowie im Hirnstammbereich pontin rechts (dunkler —, Abb. rechts).

- FLAIR, axial

Axiale FLAIR-Sequenzen mit Darstellung mehrerer Ischamiebereiche im MCA-Stromgebiet links (Vgl.
diffusionsgewichtete Sequenzen) sowie pontin rechts (gestrichelter —, Abb. rechts unten). Alterer MCA-
Partialinfarkt links temporal (— in Abbildungen links unten). Weiterhin finden sich vorwiegend supratentoriell
vereinzelte WMH. Keine WMH in den anterioren Temporalpolen.

- TOF-MR-Angiographie (TOF-MRA):

TOF-Angiographiesequenz mit Darstellung der grof3en intrakraniellen arteriellen GeféaRe (intrakranielle Aa.
carotides internae, MCA, ACA, intrakranielle Vertebralien und A. Basilaris).
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3.2.3. PATIENT 01 P 0052 (SIFAP-ZENTRUM GRAZ)
Mutation:
Exon 25, heterozygot, ¢.4639 C>G, [L1547V]: Heterozygote Mutation im Exon

33, die zu einem Nukleotid-Austausch an der Position 4639 von C>G und einem

Aminosaure-Austausch an der Position 1547 von Leucin zu Valin fuhrt.

Fall-/Patientenbeschreibung:

Dieser Patient ist ein 52-jahriger Mann européischer Abstammung. Er erlitt am
27.04.2008 ein akutes zerebrovaskulares Ereignis im Sinne einer rechtsseitigen
Kleinhirnblutung. Die Blutung ging mit relativ plétzlich aufgetretenen
Kopfschmerzen, Nausea und Erbrechen, Schwindel, einer schweren Dysarthrie
sowie einer rechtsseitigen Hemiparese und Ataxie einher.

An Vorerkrankungen bestanden ein arterieller Hypertonus (ED 50. LJ) sowie eine
koronare Herzkrankheit mit Z. n. Myokardinfarkt 2005 (wahrend des 50. LJ).
Bereits 2005 ist es zu einem zerebrovaskuldren Ereignis im Sinne einer
symptomatischen TIA gekommen.

Im Rahmen der Abklarung der oben erwdhnten, zur Aufnahme in die Klinik fur
Neurologie der Universitat Graz fihrenden Symptomatik liel® sich sowohl in der
initialen kraniellen Computertomographie wie auch nachfolgend ergéanzt in der
zerebralen MR-Bildgebung eine rechtscerebelldre Blutung nachweisen.
Urséachlich ist unter Berlcksichtigung der Anamnese und ausschlieRenden
Zusatzdiagnostik am ehesten von einer hypertensiven Parenchymblutung
ausgegangen  worden.  Therapeutisch  wurde die  antihypertensive

medikamentése Behandlung ausgebaut und optimiert.

Eigenanamnese/Vorgeschichte:
- Anamnestisch lieRen sich bis auf oben erwdhnte TIA im Jahre 2005 keine
weiteren zerebrovaskularen Ereignisse eruieren. Darlberhinaus ergaben sich
keine Hinweise fur eine Migrane/gehéaufte Kopfschmerzen oder eine dementielle
Entwicklung bzw. neuropsychiatrische Auffalligkeiten.
- An kardiovaskularen Risikofaktoren bestand eine arterielle Hypertonie, daneben
eine koronare Herzkrankheit mit 2005 stattgehabtem Myokardinfarkt. Kein
Diabetes mellitus, keine Hyperlipiddmie/Hyperlipoproteinémie, keine

Herzrhythmusstérungen. Kein Nikotinabusus, seltener Alkoholkonsum.
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Familienanamnese:

Die Familienanamnese ergab keine Anhaltspunkte fir das Vorliegen von

Migranekopfschmerzen,

zerebrovaskularen Ereignissen, dementiellen

Entwicklungen oder neuropsychiatrischen Auffélligkeiten.

MRT-Bildgebung:

cMRT vom 28.04.2008 (Patlent 01 P 0052)

Vorliegende MR-Sequenzen:

- Diffusionswichtung (DWI) axial
- T1 axial und sagittal
- T2 TSE axial
- TIRM axial
- T2* axial
- TOF-MR-Angiographie der groRen intrakraniellen arteriellen Gefalle

Gefundene Pathologie:

- GroRere Blutung cerebellar rechts

Weitere Analysen beziglich:

hyperintensities)

- WMH (white mater

Leicht ausgepragt vorhanden

Nach modifizierter | deep WMH 2
Fazekas Rating Skala | periventricular WMH 1
(min.0 bis max. 3) pons WMH 0
WMH im Bereich Anteriorer Temporalpol Nein
Capsula externa Nein
Inselregion Nein
Frontallappen, gyrus frontalis sup. | Nein

- Microbleeds
(Mikrohamorrhagien in
T2%)

Nicht vorhanden

- Zerebrale Atrophie

Gering
Nach Atrophie-Score ventricular atrophy 5
(min. 0 bis max. 8) sulcal atrophy 3

- GefaRe

- Gering ektatische/elongierte vertebrobasildre Geféalle
- Keine vaskuldre Malformationen

lllustrierende Abbildungen der MRT-Sequenzen Patient 01 P 0052:

- T2* axial:

Axiale T2*-Sequenz infratentoriell:
Blutung cerebelldr rechts (—)

Axiale T2*-Sequenz supratentoriell:
keine sichtbaren Mikroblutungen
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- TIRM axial:

Axiale TIRM-Sequenzen infratentoriell: Darstellung eines Anteils der rechts cerebelldren Blutung (—).
Beachte: Keine Auffélligkeiten im anterioren Temporalpol

Axiale TIRM-Sequenzen supratentoriell mit Nachweis einzelner WMH posterior periventrikular (gestrichelte
—) und im tiefen Marklager (—, Abb. rechts)

- TOF-MR-Angiographie (TOF-MRA):

»
A, PR > v
‘6!_ L] 1y ; .

A8 L \: J A . 't q,, ,;;.‘\}ﬁ
LW N ‘."" !J-.Vc . \’."si-_.:-'

- (] g‘,‘ } N
A ” [ 'f | &Y --.
7N ) NS N
TOF-Angiographiesequenz mit Darstellung der groRen intrakraniellen arteriellen Gefal3e (intrakranielle Aa.
carotides internae, MCA, ACA, intrakranielle Vertebralien und A. Basilaris)
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3.2.4. Tabellarische Zusammenfassung: Phédnotypen der gefundenen Mutationen

PATIENT

01 P 0052

17 P 1295

32 P 2629

Geschlecht, Alter
(SIFAP-Zentrum)

Mannlich, 52 Jahre
(Zentrum Graz)

Ménnlich, 45 Jahre
(Zentrum Lyon)

Mannlich, 45 Jahre
(Zentrum Regensburg)

MUTATION Nr. 5 Nr. 9 Nr. 10
Exon Exon 25 Exon 33 Exon 33
Nukleotid-Austausch c.4639 C>G c.6221 C>T c.6532 C>T
Aminosaure-Austausch [L1547V] [P2074L] [P2178S]

ZEREBROVASKULARES EREIGNIS

Rechts cerebellare
Blutung

Multiple zerebrale
Infarkte im Bereich des
MCA-Stromgebietes links
und paramedian pontin
rechts, am ehesten als
(kardiogen-) embolisch
zu werten

Dissektion der
extrakraniellen ACI links
(wohl traumatisch) mit
MCA-Grenzzoneninfarkt
links und Zentralarterien-
Verschluss

cM

RT- AUFFALLIGKEITEN
WMH Leicht ausgepragt Leicht-m&Rig ausgeprégt | KEINE
- Score nach modififzierter
Fazekas Rating Scale (0-3)

deep WMH 2 1 0
periventricular WMH 1 1 0
Pons WMH 0 3 0

- WMH im Bereich
Temporalpol KEINE KEINE (alter Infarkt KEINE

temporal links)

Capula externa KEINE KEINE KEINE
Frontallappen KEINE KEINE KEINE
Periventrikular, Gering ja Diskret (aber auch am KEINE
posterior betont Vorderhorn)

Microbleeds KEINE Nicht ausreichend KEINE

beurteilbar

Atrophie zerebral Gering Gering Sehr gering

- Atrophie-Score (0-8)
sulkale Atrophie 5 6 2
Ventrikulare Atrophie | 3 4 5

Gefile
- intrakraniell Unauffallig Unauffallig Unauffallig (leichte

Minderperfusion MCA
links anzunehmen,

Kollateralisation tber
retrograde ACA links)

- extrakraniell

Moderate Ektasie/
Elongation der vertebro-
basilaren Gefalke

Dolichoektasie Basilaris/
Carotis internae

ACI-Dissektion links
mit distalem Verschluss

ANAMNESTISCHE AUFALLIGKEITEN

Kopfschmerzen/Migréne KEINE KEINE KEINE
Vorangehende Z.n. TIA 2005 KEINE KEINE
zerebrovaskuldre Ereignisse

Demenz/neuropsychiatr. KEINE mdgliche leichte KEINE

Auffalligkeiten

exekutive und
mnestische Stérungen

Sonstige inkl.
cardiovaskulare
Risikofaktoren

- kontrollierter arterieller
Hypertonus

- Koronare Herzkrankheit
mit Z. n. Myokardinfarkt
2005

Arterieller

Hypertonus

Diabetes mellitus Typ 2
Adipositas,
metabolisches Syndrom
Schlafapnoe-Syndrom
chronische Hep. C

kontrollierter arterieller
Hypertonus
Nikotinabusus

Auffalligkeiten

- Hypothyreose
FAMILIENANAMNESTISCHE AUFFALLIGKEITEN
Kopfschmerzen/Migrane KEINE KEINE KEINE
Zerebrovaskulare Ereignisse | KEINE KEINE KEINE
Demenz/neuropsychiatr. KEINE KEINE KEINE

Sonstige

SLE bei der Mutter,
Diabetes mellitus des
Sohnes
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3.3. FALLBESCHREIBUNGEN und KLINISCH-NEURORADIOLOGISCHER
PHANOTYP VON CADASIL-PATIENTEN AUS EINER EIGENEN KOHORTE MIT
RELATIV PROTOTYPISCHEM PHANOTYP

3.3.1. PATIENT S. O., geb. 22.12.1963

Mutation:

Exon 4, heterozygot, ¢.505 C>T, [R169C]: Heterozygote Mutation im Exon 4, die
zu einem Nukleotid-Austausch an der Position 505 von C>T und einem
Aminosaure-Austausch an der Position 169 von Arginin zu Zystein fihrt. Diese
Mutation ist haufig und als krankheitsverursachend in der Literatur

vorbeschrieben worden (u.a. Joutel et al, Nature 1996).

Fall-/Patientenbeschreibung:

Dieser mannliche Patient deutscher Herkunft erlitt im Alter von 42 Jahren eine
transitorische ischdmische Attacke, die mit einer apoplektiform aufgetretenen
und ca. 90 Minuten anhaltenden Symptomatik bestehend aus einer leichten
Dysarthrie sowie einer brachiofazial betonten leichten Hemisymptomatik links
(zentrale Fazialisparese und latente Armparese links, Hyp&sthesien brachiofazial
betont im Bereich der linken Kérperhélfte) einherging.

Im Rahmen der diagnostischen Abklarung dieser Symptomatik in der
neurologischen Abteilung des Klinikums Schwerin lie3 sich in der zerebralen
Bildgebung zwar keine frische Ischdmie/Diffusionsstérung nachweisen, allerdings
imponierten in der T2- und FLAIR-Wichtung ausgepragte
Marklagerveranderungen mit Einbezug der anterioren Temporalpole sowie
zahlreiche lakunare Defektbildungen, bildmorphologisch ein CADASIL-Syndrom
nahelegend. Die weiteren erganzenden Untersuchungen erbrachten keine
wegweisende Befunde (unaufféllige Doppler- und Duplexsonographie der
hirnversorgenden Gefalie, transthorakale und transésophageale
Echokardiographie, 24h-EKG- und -Blutdruckuntersuchung, unauffallige
Liquoruntersuchung abgesehen vom Nachweis einer leichten EiweilRerhhung
(597 mg/l) im Sinne einer reinen Schrankenstérung, umfassende paraklinische
Blutuntersuchungen ohne Hinweise flr eine systemische Vaskulitis).

In der Zusammenschau wurde das oben beschriebene klinische Ereignis im

Sinne einer TIA im Stromgebiet der A. cerebri media rechts gewertet. In
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Zusammenarbeit mit uns (Klinik fir Neurologie und Neurobiologisches Labor der
Universitdt Rostock) ist unter Bericksichtigung des bildmorphologischen
zerebralen Befundes sowie der Eigenanamnese — die eine vermutlich bereits
stattgehabte TIA im Alter von 39 Jahren und Kopfschmerzen seit dem 30. LJ
offenlegte — die Verdachtsdiagnose einer CADASIL-Erkrankung gestellt worden.
Letztere konnte dann auch molekulargenetisch mit dem Nachweis 0.g. Mutation
im Notch3-Gen bestétigt werden. Der Patient wurde zur Sekundarprophylaxe
pragmatisch auf eine Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS 1 x 100 mg
taglich eingestellt. Weitere zerebral-ischdmische Ereignisse ereigneten sich im
Verlauf nicht (Stand 06/2010).

Eigenanamnese/Vorgeschichte:

- Vorgeschichtlich sei es bereits im Alter von 39 Jahren zu einer passageren
Fazialisparese links mit kompletter Remission gekommen. Eine weiterfiihrende
Abklérung erfolgte damals nicht.

- Weiterhin berichtete der Patient Uber bereits seit ca. dem 30. LJ bestehende
und rezidivierende linksseitige Kopfschmerzen. Diese werden in der Qualitat als
stechend beschrieben, seien nicht von Aurasymptomen bzw. Ubelkeit/Erbrechen
oder Licht-/Larmempfindlichkeit begleitet, wirden fir die mittlere Dauer von ca. 1
Stunde anhalten und eine gute Response auf die Einnahme von Aspirin
(Acetylsalicylsdure 0.5 g) aufweisen.

- Subjektive Konzentrationsstérungen, mnestisch-kognitive Einschrankungen
bzw. psychiatrische Auffalligkeiten waren nicht zu erfragen.

- An kardiovaskularen Risikofaktoren bestand eine im Rahmen der Abklarungen
im Klinikum Schwerin festgestellte Hypercholesterindmie (konsekutiv mit einem
Statin behandelt) sowie ein Nikotinabusus (ca. 15 Zigaretten/Tag).

Keine weiteren relevanten Vorerkrankungen.

Familienanamnese:

Abgesehen von den Auffalligkeiten des Indexpatienten ergab die
Familienanamnese — soweit sie zu erheben war (Vater geb. 1937, Mutter geb.
1937, eine Schwester geb. 1963, drei gesunde Kinder geb. 1994, 1998 und
2002; Groldeltern weder in mutterlicher noch véaterlicher Linie bekannt) — keine

Hinweise fir das Vorliegen von Migranekopfschmerzen, zerebrovaskularen
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Ereignissen, dementiellen Entwicklungen oder  neuropsychiatrischen
Erkrankungen.

Bei der asymptomatischen Schwester des Patienten lieR sich auf
molekulargenetischer Ebene keine Mutation im Notch3-Gen nachweisen,

insbesondere nicht die 0.g. R169C-Mutation.

MRT-Bildgebung:

cMRT vom 23.05.2006 (Patlent S.0.)

Vorliegende MR-Sequenzen: - Diffusionswichtung (DWI) axial

- T1 axial, T1 axial mit Kontrastmittel

- T2 axial

- FLAIR axial

- TOF-MR-Angiographie der groRRen intrakraniellen arteriellen Gefalle

Gefundene Pathologie: - Keine frische Ischamie

- Schwere Marklagerverdnderungen mit Einbezug der anterioren
Temporalpole und der Stammganglien mit zahlreichen lakundren
Defektbildungen
(ausgedehnte Signalhyperintensitaten in der T2- und FLAIR-Wichtung
im supratentoriellen Marklager, die teilweise kleinfleckig erscheinen,
aber auch flachig konfluieren, darlberhinaus rundliche, glatt
begrenzte liquorintense Defektzonen - teilweise mit randstandiger
Gliose - im Linsenkern links, beidseits im Thalamus und im Bereich
des Nucleus caudatus sowie rechts frontal. Die
Marklagerverédnderungen liegen im Bereich der Balkenstrahlung
beidseits teilweise radidr angeordnet. Die kortikalen Strukturen sind
ausgeschlossen)

- Unauffélliger Befund der Hirnbasisarterien in der TOF-MR-
Angiographie

lllustrierende Abbildungen der MRT-Sequenzen Patient S. O.:

- T2, axial:

Schwere Marklagerverdnderungen (—) mit Einbezug der anterioren Temporalpole (gestrichelte —, Abb.
ganz rechts)
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- T2, sagittal:

Schwere Marklagerverdnderungen. Beachte die WMH im anterioren Temporalpol (—). Lasionen im Bereich
der Balkenstrahlung beidseits teilweise radidr angeordnet.

- FLAIR, koronar:

Bt
Darstellung der Marklagerveranderungen in koronaren FLAIR-Sequenzen (—). Beachte die WMH im
(anterioren) Temporalpol (gestrichelte — in Abb. rechts)

- TOF-MR-Angiographie (TOF-MRA):

TOF-MR-Angiographiesequenzen in axialer (links), koronarer (rechts oben) und sagittaler (rechts unten)
Ansicht mit Darstellung der gro3en intrakraniellen arteriellen GefalRe (intrakranielle Aa. carotides internae,
MCA, ACA, PCA, intrakranielle Vertebralien und A. Basilaris).

-65 -



ERGEBNISSE

3.3.2. PATIENT M. R., geb. 18.07.1967

Mutation:

Exon 4, heterozygot, c.421 C>T, [R141C]: Heterozygote Mutation im Exon 4, die
zu einem Nukleotid-Austausch an der Position 421 von C>T und einem
Aminosaure-Austausch an der Position 141 von Arginin zu Zystein fihrt. Diese
Mutation ist hadufig und als krankheitsverursachend in der Literatur

vorbeschrieben worden (u.a. Joutel et al, Lancet 1997).

Fall-/Patientenbeschreibung:

Dieser mannliche Patient deutscher Herkunft erlitt mehrere zerebral-ischamische
Ereignisse: Im Alter von 38 Jahren wurde anlasslich einer apoplektiform
aufgetretenen arm— und distal betonten Hemiparese rechts (im Kraftgrad 3/5)
erstmals ein zerebraler Infarkt im Stromgebiet der A. cerebri media links
diagnostiziert. Die initialen Abklarungen erfolgten in der neurologischen Abteilung
des Klinikums in Neubrandenburg. Neben einer frischen zerebralen Ischédmie im
Mediastromgebiet links lief3en sich in der zerebralen Bildgebung éltere lakunéare
Lasionen thalamisch und im Nucleus lentiformis rechts sowie ausgedehnte T2-
und FLAIR-hyperintense Signalverdnderungen mit temporopolarer Betonung
nachweisen. Aufgrund des Lé&sionsmusters wurde hier bereits an ein mégliches
CADASIL-Syndrom gedacht. Die Zusatzdiagnostik ergab keine erwdhnenswerten
bzw. relevanten pathologischen Befunde (unaufféllige Doppler- und
Duplexsonographie der hirnversorgenden GefalRe, unauffallige transthorakale
und -06sophageale Echokardiographie, Langzeit-EKG mit Normalbefund,
unauffallige Liquoranalyse inkl. nicht nachweisbarer intrathekaler Immunglobulin-
Synthese bzw. negativen oligoklonalen Banden, laborchemisch und serologisch
keine Hinweise fur eine Vaskulitis, Koagulopathie oder parainfektidse/infektidse/
immunologische Enzephalitis/Enzephalopathie).

Die klinisch-neuroradiologische Verdachtsdiagnose lie® sich im Verlauf in
unserer Einrichtung durch den Nachweis einer gut bekannten Mutation im Exon 4
des Notch3-Gen [R141C] molekulargenetisch bestatigen.
Sekundarprophylaktisch wurde eine Medikation mit ASS 1 x 100 mg téaglich
etabliert. Trotz einer Anschlussrehabilitationsbehandlung blieb eine motorische
Armparese rechts im KG 4/5 bestehen.
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Ca. 3 Monate nach dem ersten klinisch manifesten Ereignis entwickelte der
Patient nun im Alter von 39 Jahren ein dem Stromgebiet der A. cerebri media
links zugeordnetes, prolongiertes reversibles ischdmisches neurologisches
Defizit (PRIND), einhergehend mit einer Feinmotorikstérung der rechten Hand
sowie Kribbelparasthesien des rechten Fuliriickens inkl. aller Zehen (bei
zusatzlich vorbekannter residueller Armparese im KG 4/5 rechts). Die neu
aufgetretene neurologische Symptomatik bildete sich innerhalb weniger als 72
Stunden auf das Ausgangsniveau zuriick, MR-morphologisch liel3 sich keine
frische Diffusionsstérung nachweisen. Die Behandlung mit ASS 100 mg wurde
pragmatisch eskalierend auf eine Thrombozytenaggregationshemmung mit
Aggrenox (ASS 25 mg + Dipyridamol 200 mg) 2 x 1 umgestellt.

Wiederum ca. 6 2 Monate spéter erlitt der Patient erneut einen zerebralen Infarkt
im Mediastromgebiet links, einhergehend mit passageren Wortfindungsstérungen
im Sinne einer ca. 90 Minuten anhaltenden, motorisch betonten Aphasie. Die
Sekundarprophylaxe mit Aggrenox wurde unveréndert belassen.

Im weiteren Verlauf kam es etwas mehr als 2 Jahre spater erneut zu einer
Ischamie im Mediastromgebiet links, die aufgrund einer apoplektiform
akzentuierten Hemiparese rechts (inkl. Beinparese) und einer erneuten
motorischen Aphasie postuliet werden musste. In der zerebralen
Computertomographie fand sich 3 Tage nach dem Ereignis keine sichere
Demarkierung eines frischen Infarktareals (bei vorbekannter ausgedehnter
Leukenzephalopathie). Hinweise fir ein epileptisches Anfallsgeschehen ergaben
sich anamnestisch nicht. Zu diesem Zeitpunkt bemerkte der Patient selbst auch
erstmals Defizite hinsichtlich Gedachtnisfunktionen. Eine neuropsychologische
Leistungsdiagnostik ergab Hinweise fir eine leichte, hirnorganisch bedingte
Verminderung der kognitiven Leistungsfahigkeit.

Herr M.R. wurde erneut mit der etablierten Medikation (Aggrenox) in eine
stationdre  Anschlussheilbehandlungsmalinahme entlassen. In der dort
wiederholten Leistungsdiagnostik fanden sich Hinweise auf deutliche Defizite in
der geteilten und selektiven Aufmerksamkeit, Stérungen in den komplexen
Aufgabenfeldern, die die exekutiven Fahigkeiten erfordern, sowie

Einschrankungen im verbal-mnestischen Leistungsvermdgen.
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Eigenanamnese/Vorgeschichte:
- Eigenanamnestisch fanden sich keine relevanten Vorerkrankungen,
inbesondere keine Migranekopfschmerzen oder andere Cephalgien.
- An kardiovaskularen Risikofaktoren ist eine Hypercholesterinamie (erst
wahrend dem ersten stationdren Aufenthalt im Klinikum Neubrandenburg
festgestellt und im Folgenden mit einem Statin (Locol 40 mg 1 x 1) behandelt)

sowie ein Nikotinabusus zu nennen.

Familienanamnese:

Familienanamnestisch ist ein Schlaganfall des Vaters im 70. LJ zu erwdhnen, die
Mutter des Patienten befand sich aufgrund einer nicht néher eingrenzbaren
Demenz (vorangehende zerebrale ischdmische Ereignisse sind dem Patienten
selbst nicht bekannt) seit dem 69. LJ in einem Pflegeheim. Eine altere Schwester
(geb. 1966) sei offensichtlich gesund und lehne eine molekulargenetische
Abklarung ab. Der Patient hat aufgrund seiner sexuellen Orientierung keine
Kinder.

MRT-Bildgebung:

cMRT vom 03.07.2006 (Patlent M.R.)

Vorliegende MR-Sequenzen: - Diffusionswichtung (DWI) koronar
- T1 axial, T1 axial mit Kontrastmittel
- T2 axial und sagittal

- FLAIR koronar

Gefundene Pathologie: - Subakute ischdmische Lé&sionen mit Diffusionsstérungen
subkortikal und kortikal fronto-parietal links (nicht gezeigt)

- dltere lakunidre Léasionen thalamisch und im Ncl. lentiformis
rechts sowie

- Marklagerlasionen in Form von hyperintensen
Signalverdnderungen in den T2- und FLAIR-gewichteten
Sequenzen, ausgedehnt und diffus verteilt, fronto-temporo-parietal
beidseits mit temporopolarer Betonung.
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lllustrierende Abbildungen MRT-Sequenzen Patient M. R.:

- T2, axial und sagittal:

Schwere Marklagerveranderungen (—). Beachte die deutlichen WMH im Bereich der anterioren
Temporalpole (gestrichelter — in Abb. rechts).

- FLAIR, sagittale Scans und koronarer Scan:

Sagittale (Abb. links und Mitte) und koronare (Abb. ganz rechts) Darstellung der schweren
Marklagerveranderungen mit Einbezug der Temporallappen bzw. Polstrukturen (gestrichelte —).

lllustrierende Abbildung der cranialen Computertomographie (CCT) des gleichen
Patienten ( M. R.) vom 30.06.2006:

Darstellung der ausgepragten Leukenzephalopathie mit dlteren ischamischen Defektlasionen im CCT (—).
Beachte auch hier die ausgepragten Hypodensitaten beidseits im Bereich der anterioren Temporalpole
(gestrichelte —)
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3.3.3. PATIENTIN H. R., geb. 03.06.1960

Mutation:

Exon 4, heterozygot, ¢.397 C>T, [R133C]: Heterozygote Mutation im Exon 4, die
zu einem Nukleotid-Austausch an der Position 397 von C>T und einem
Aminosaure-Austausch an der Position 133 von Arginin zu Zystein fihrt. Diese
Mutation ist haufig und als krankheitsverursachend in der Literatur

vorbeschrieben worden (u.a. Joutel et al, Lancet 1997).

Fall-/Patientenbeschreibung:
Diese Patientin entwickelte ab Mitte der 5. Lebensdekade langsam-progredient
zunehmende Konzentrations- und Merkfahigkeitsstérungen sowie kognitive
Einschrénkungen, klagte begleitend Uber eine chronische Mudigkeit,
rezidivierende  Schwindelzustdnde,  Schluckschwierigkeiten  sowie eine
Dranginkontinenz. Sicher abgrenzbare TIAs bzw. Schlaganfallereignisse im
weiteren Vorfeld lieRen sich nicht eruieren. In der im Alter von 47 Jahren
erstmals  durchgefiihrten  zerebralen = MR-Bildgebung imponierte eine
Leukenzephalopathie zunachst unklarer Genese (Klinik fur Neurologie und
neurologische Intensivmedizin, Fachkrankenhaus Hubertusburg in Wermsdorf).
Im Verlauf klagte die Patientin ca. im Alter von 49 Jahren Uber wiederholt
auftretende Taubheitsgefiihle und Missempfindungen im Bereich der gesamten
linken Kérperhalfte. Klinisch-neurologisch flihrend fand sich zu diesem Zeitpunkt
ein diffuses hirnorganisches Psychosyndrom im Sinne einer subkortikalen
Demenz sowie eine leichte sensible Hemisymptomatik links (Angabe einer
beinbetonten Hemihypéasthesie linkskorporal mit soziierter Hypalgesie,
Thermhypésthesie und Pallhypasthesie). In  einer testneuropsychologischen
Untersuchung offenbarten sich durchschnittliche bis unterdurchschnittliche
Intelligenzleistungen mit schweren Stérungen der Aufmerksamkeits- und
Informationsverarbeitung, verlangsamtem Denken, reduzierter WortfliRigkeit,
deutlichen Einschrdnkungen der Gedachtnisleistungen (v.a. Stérungen der
verbalen Gedachtnisleistung und des Arbeitsgedachtnisses) sowie eine Stérung
der Exekutivfunktionen. In der zu diesem Zeitpunkt aktualisierten zerebralen MR-
Bildgebung fanden sich leukenzephalopathischen Veranderungen im Sinne von

relativ ausgedehnten, v.a. periventrikuldr betonten, T2-/FLAIR-hyperintensen
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Marklagerlasionen mit relativ typischen bandférmigen Signalanhebungen im
Bereich der gesamten Capsula externa und einer Mitbeteiligung der anterioren
Temporalpole beidseits. Darliberhinaus konnte in den entsprechenden
Sequenzen dezente diffusionsgestdrte Areale im Centrum semiovale parieto-
occipital mit Betonung der rechten Seite nachgewiesen werden, so dass hier
ursadchlich auch eine  subakute Ischamie als Grundlage der
Sensibilitdtsstérungen der linken Kd&rperhélfte angenommen werden musste.
Differentialdiagnostisch ist bei wiederholtem Auftreten bzw. Akzentuierung der
relativen monomorphen sensiblen Symptomatik (ohne Cephalgien oder
Migranehinweise) auch an einfach-fokale, sensible epileptische Anfalle auf dem
Boden der vaskularen Schadigung gedacht worden. Als mdéglicher Hinweis fir
einen epileptogenen Fokus konnten im EEG bei einem parietooccipital leicht
dysrhythmisch imponierenden Grundrhythmus um 10 Hz und intermittierend
héher-gespannter und verlangsamter Aktivitdt temporal links auch einmalig
steilere Wellenabléaufe linkstemporal registriert werden. Neben der bereits im
Vorfeld etablierten Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS 100 mg 1 x 1
und einer Optimierung der Behandlung der sekunddren kardiovaskularen
Risikofaktoren (arterielle Hypertonie, Hyperlipoproteindmie) wurde zuséatzlich
eine antikonvulsive Behandlung mit Lamotrigin initiiert, die zu einem deutlichen
Ruckgang der intermittierenden sensiblen Reizerscheinungen fiuhrte.
Darliberhinaus ist in Hinsicht auf die dementielle Entwicklung eine Therapie mit
dem Acetylcholinesterasehemmer  Donezepil begonnen worden. Die
Gesamtkonstellation mit besonderer Berlcksichtigung der MR-Bildgebung legte
zu diesem Zeitpunkt eine CADASIL-Erkrankung nahe, die mit dem Nachweis von

0.g. Mutation in unserer Institution molekulargenetisch bestatigt werden konnte.

Eigenanamnese/Vorgeschichte:
- Eigenanamnestisch fanden sich keine Migranekopfschmerzen oder andere
gehaufte Cephalgien.
- An kardiovaskuldren Risikofaktoren ist ein medikamentés behandelter
arterieller Hypertonus (Behandlung mit einem (-Blocker und einem
Kombinationspraparat aus ACE-Hemmer/Diuretikum) sowie eine
Hyperlipoproteindmie (Behandlung mit einem Statin) zu erwahnen.
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Familienanamnese:

Die Mutter der Indexpatientin habe unter haufigen Kopfschmerzen gelitten. Im

Ubrigen ergaben sich keine familienanamnestischen Auffalligkeiten. Die Patientin

hat insgesamt 4 Kinder (geb. 1987, 1989, 1990), die bislang asymptomatisch

seien.

MRT-Bildgebung:

cMRT vom 06.04.2009 (Patlent H.R.)

Vorliegende MR-Sequenzen:

- Diffusionswichtung (DWI) axial

T1 axial, T1 axial mit Kontrastmittel
T2 axial

T2* axial

FLAIR axial und sagittal

Gefundene Pathologie:

Dezente diffusionsgestorte Areale im Bereich des Centrum
semiovale beidseits (parieto-occipital mit Rechtsbetonung) im
Sinne einer moglichen subakuten Ischamie
(Differentialdiagnostisch ,,Durchschein-Effekt®).

Ausgedehnte, zum Teil fleckig-konfluierende, zum Teil zystisch
degenerierte Marklagerldasionen, Uberwiegend periventrikuldr, aber
auch sub- und juxtakortikal, balkenassoziiert sowie im Hirnstamm
lokalisiert.

Auffallig sind bandférmige Signalanhebungen in der gesamten
Capsula externa, Marklagerverdnderungen im Bereich der
Temporalpole und lakundare Lasionen im Bereich der
Basalganglien

lllustrierende Abbildungen der MRT-Sequenzen Patient H. R.:

- Diffusionsgewichtete Sequenzen (DWI), axial:

Dezente diffusionsgestérte Areale im Centrum semiovale parieto-occipital beidseits mit Rechtsbetonung (—)

im Sinne moglicher subakuten Ischdmien (DD ,Durchschein-Effekt”)
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- FLAIR, axial:

Axiale FLAIR-Sequenzen mit Darstellung von

- supratentoriellen konfluierenden Marklagerverdnderungen, z.T. zystisch degeneriert (— in Abb. links)

- bandférmigen Signalhyperintensitaten im Bereich der gesamten Capsula externa beidseits (gestrichelte —
in der mittigen Abb.)

- FLAIR-Hyperintensitdten im Bereich der anterioren Temporalpole (— in Abb. rechts)

3.3.4. PATIENTIN G. C., geb. 26.05.1954
Mutation:
Exon 5, heterozygot, c.785 G>A, [C262Y]: Heterozygote Mutation im Exon 5, die

zu einem Nukleotid-Austausch an der Position 785 von G>A und einem
Aminosaure-Austausch an der Position 262 von Zystein zu Prolin fuhrt. Diese
bislang in der Literatur nicht vorbeschriebene Mutation reprasentiert eine
Mutation mit einem Austausch von Zystein zu Tyrosin an einer
hochkonservativen  Aminosaure-Position,  wobei die  ausgetauschten
Aminoséuren einen grofden biophysikalischen Unterschied aufweisen. Durch die
Mutation wird eine Disulfidbriicke zerstért, so dass es — unter Berucksichtigung
der Klinik und des bildmorphologischen MR-Befundes - hochwahrscheinlich ist,

dass die Mutation biologisch relevant ist.

Fall-/Patientenbeschreibung
Diese Patientin erlitt im Alter 54 Jahren ein letztendlich unklares synkopales
Ereignis nach dem Toilettengang (,Miktionssynkope®). Die in diesem
Zusammenhang extern in der nicht fachneurologisch-spezialisierten
Warnowklinik Bltzow veranlasste zerebrale MR-Bildgebung offenbarte
Auffalligkeiten im Sinne einer ausgepragten Leukenzephalopathie unklarer
Atiologie. Nach umfassenden, nicht zur Diagnose fiihrenden Abklarungen in der
neurologischen Klinik in Gustrow ist uns die Patientin zur weiteren

neurologischen Beurteilung und Differentialdiagnostik zugewiesen worden.
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Anamnestisch berichtete Frau G. C. Uber nahezu taglich bestehende
Kopfschmerzen seit ca. ihrem 45. LJ, die helmartig bzw. haubenférmig, in der
Qualitat als dumpf sowie als stressabhangig beschrieben wurden (an einen
Spannungskopfschmerz erinnernd, ohne eruierbare Charakteristika flr einen
Migranekopfschmerz). Weiterhin schilderte sie eine reduzierte ko&rperliche
Leistungsfahigkeit und subjektive Kurzzeitgedachtnisstérungen, die sich
schleichend Uber die letzten Jahre entwickelt hatten. Dartberhinaus bestiinden
seit ca. dem 53. LJ - initial relativ apoplektiform aufgetretene - schmerzende
Dysasthesien im Bereich des linken Unterschenkels und des Fuldspannes, im
weiteren Verlauf seien zuséatzlich Pardsthesien und Missempfindungen im
Bereich der linken Hand begleitet von einer leichtgradigen arm- und distal-
betonten Hemiparese links (Arm distal KG 4-5) hinzugekommen. Unter der
Annahme von schubhaften Ereignissen im Rahmen eines chronisch-
entzlindlichen ZNS-Prozesses (DD Encephalomyelitis disseminata; Nachweis
von wenigen oligoklonalen Banden im Liquor) sind im Klinikum Gustrow aufgrund
der sensiblen und im Verlauf auch motorischen Ausfallerscheinungen
Behandlungsversuche mit jeweils hochdosierten Steroidpulstherapien (1g
Methylprednisolon Uber 5 Tage i.v.) durchgeflihrt worden, ohne dass sich eine
relevante Besserung der Beschwerden/Ausfélle einstellte.

Zum Zeitpunkt der Vorstellung in unserer Einrichtung imponierte Kklinisch-
neurologisch eine blande linksbetonte Tetraparese mit residuellen
Sensibilitatsstérungen in Form von Parasthesien und Dysasthesien im Bereich
der Hand und des Unterschenkels links. Neuropsychologisch fielen
Leistungseinschrénkungen in exekutiven Funktionsbereichen (reduzierte
sprachliche Flexibilitdt und Flussigkeit) sowie im Arbeits- und Kurzzeitgedé&chtnis
(v.a. visuo-rdumliches Kurzzeitgedachtnis, unbeeintrachtigtes auditiv-verbales
Kurzzeitgedachtnis) auf, wéhrend das formal-logische Denken und das
Langzeitged&chtnis ungestoért erschienen.

In der in unserer Einrichtung aktualisierten zerebralen MR-Bildgebung zeigten
sich ausgepragte supratentorielle Marklagerveranderungen mit Einbezug des
Marklagers temporal beidseits und bilateral bandférmigen Signalverédnderungen
zwischen Putamen und Capsula externa, so dass wir vorrangig die
Verdachtsdiagnose einer CADASIL-Erkrankung stellten. Liquoranalytisch fand

sich reproduzierbar ein positives oligoklonales IgG mit einer schwachen Bande
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bei ansonsten unauffdlligem zytologischem Befund ohne Pleozytose oder
Hinweisen fir eine intrathekale Immunglobulin-Synthese im Reiber-Schema. Bei
MR-morphologisch fehlender Balkenbeteiligung und fir eine Multiple Sklerose
atypischer Konfiguration der zerebralen Lasionen verwarfen wir die Diagnose
eines chronisch-entziindlichen ZNS-Prozesses im Sinne einer Encephalomyelitis
disseminata, fir eine Vaskulitis bzw. Kollagenose mit zerebraler Beteiligung
ergaben sich bei unauffélliger digitaler Subtraktionsangiographie der Hirngeféalle
und paraklinisch nicht wegweisenden Befunden keine Hinweise. Die vermutete
CADASIL-Erkrankung konnte letztendlich mit dem molekulargenetischen
Nachweis von oben erwahnter, bisher in der Literatur nicht beschriebener
Notch3-Genmutation molekulargenetisch untermauert werden.

Die Patientin wurde pragmatisch im weiteren Verlauf auf eine
Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS 100 mg 1 x 1 eingestellt. Weitere
zerebral-ischamische Ereignisse ereigneten sich im Verlauf nicht, wahrend sich
exekutive und kognitive Einschrankungen trotz einer inzwischen etablierten
Acetylcholinesterasehemmer-Behandlung leicht progredient verhalten (Stand
06/2010).

Eigenanamnese/Vorgeschichte:

- An kardiovaskularen Risikofaktoren bestand ein arterieller Hypertonus, der
medikamentds (ACE-Hemmer und Calcium-Antagonist) gut kontrolliert war.

- In der Systemanamnese fanden sich neben den bereits oben erwahnten
Cephalgien, die als chronische Kopfschmerzen vom Spannungstyp eingeordnet
wurden, den subjektiven mnestischen Schwierigkeiten, einer vermehrten
kérperlichen Erschépfbarkeit und leichten Durchschlafstérungen keine relevanten
Auffalligkeiten. Apoplektiform aufgetretene Beschwerden vereinbar mit einer TIA

oder einem Schlaganfall seien vor dem 45. LJ nicht bemerkt worden.

Familienanamnese:
Die Familienanamnese ist leer bezlglich vergleichbarer Erkrankungen.
Die Eltern seien im Alter von 75 bzw. 77 Jahren an ,Altersschwéche” verstorben;
vermehrte Cephalgien, Schlaganfélle oder psychiatrische Auffalligkeiten seien
der Patientin weder bei ihren Eltern noch bei insgesamt 6 Geschwistern bekannt.

Einer der beiden S6hne der Patientin leide an einem Knochentumor.
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MRT-Bildgebung:

cMRT vom 07.11.2008 (Patlent G.C.)

Vorliegende MR-Sequenzen:

- Diffusionswichtung (DWI) axial

T1 axial, T1 axial mit Kontrastmittel
T2 axial

T2* axial

FLAIR axial

Gefundene Pathologie:

in T2 und FLAIR-Wichtung zahlreiche, teils flichig konfluierende
signalreiche Marklagerldasionen beidseits symmetrisch und
supratentoriell (v.a. subkortikal, weniger periventrikular, laterale
Balkenstrahlung)

Weiterhin Abbildung von zahlreichen lakundren Lasionen (z. B. im
Thalamus links), die in der T1-Wichtung als signalarme Zone
erscheinen

Im  Besonderen stellen sich darlber hinaus bilateral
signalreiche, bandférmige Verdnderungen zwischen Putamen
und der Capsula externa sowie Marklagerverdnderungen im
Bereich der anterioren Temporalpole dar

lllustrierende Abbildungen der MRT-Sequenzen Patient G.C:

- FLAIR, axial:

Ausgepragte supratentorielle fleckig-konfluierende Marklagerverdnderungen.

Beachte die bilaterale, bandférmige, signalreiche Verédnderung im Bereich der Capsula externa (gestrichelte
— in den Abb. unten links und unten Mitte) sowie die hyperintensen Veradnderungen in den anterioren
Temporalpolen (— in Abb. unten rechts)
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4. DISKUSSION

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine komprehensive
Mutationsanalyse des Notch3-Gens bei einer gréReren Kohorte von jungen
Schlaganfallpatienten durchgefiihrt. Sie kann als komprehensiv bezeichnet werden,
da bei jedem einzelnen Patienten die kodierenden Bereiche samtlicher Exons 1-33
sowie die jeweils umgebenden Intron-Exon-Ubergénge komplett sequenziert wurden.
Ziel der Arbeit war eine Ermittlung der Frequenz von Notch3-Mutationen in einer
nicht weiter selektionierten Gruppe von jungen, d.h. unter 55 Jahre alten Patienten
mit einem Schlaganfall sowie — im Falle von entdeckten Sequenzvariationen — die
Bestimmung des assoziierten Phanotyps bzw. deren biologisch-klinischen Relevanz.
In der Analyse entdeckten wir insgesamt 3 Punktmutationen bei 3 verschiedenen
Patienten aus dem europdischen Raum, die in den Exons 25 (c.4639 C>G,
p.L1547V) und 33 (c.6221 C>T, p.P2074L sowie c.6532 C>T, p.P2178S) liegen.
Diese Sequenzaberrationen wurden von uns als Mutationen gewertet, da sie bei
jeweils ca. 500 Kontrollindividuen bzw. 1000 Kontrollallelen nicht nachgewiesen
werden konnten und damit mit gro3er Wahrscheinlichkeit keine Polymorphismen
darstellen. Interessanterweise fihren alle 3 Mutationen zu einem Aminoséure-
Austausch, der die Anzahl von Zysteinresten innerhalb der sog. ,epidermal growth
factor (EGF)-like repeats” (EGFR) des Notch3-Proteins nicht verandert (sog. Zystein-

aussparende Mutationen).

Dagegen konnte in den Sequenzanalysen keine in der Literatur vorbeschriebene
oder neue Mutation gefunden werden, die zu einer Alteration der Zysteinrestzahl
fuhrt und somit das bisher postulierte Paradigma der klassischen Notch3-Mutationen
erfllt. Die Frequenz bzw. Prévalenz von klassischen CADASIL-Mutationen in der
von uns untersuchten SIFAP-Kohorte (154 Patienten jinger als 55 Jahre mit einem
Schlaganfallereignis jeder méglichen Atiologie) ist damit mit 0 % anzugeben. Diese
ermittelte Frequenz mag die insgesamt sicherlich nicht haufig vorkommende
Erkrankung widerspiegeln, deren Inzidenz und Pravalenz nicht genau bekannt ist.
Die Pravalenz von CADASIL ist fir eine Population einer Region im Westen
Schottlands auf 1.98 / 100 000 Erwachsene, die Mutationspravalenz (Exon 3, 4, 5
und 6) sogar auf 4.14 / 100 000 Einwohner geschatzt worden (Razvi et al, 2005?%).
Vereinbar mit dem o.g. Resultat unserer Arbeit sind die Ergebnisse einer britischen
Studie, die eine gut definiete Gruppe von 218 konsekutiv in einer
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Schlaganfalleinrichtung evaluierten Patienten mit einem lakunaren Schlaganfall (mit
oder ohne Leukenzephalopathie) auf CADASIL-.Mutationen untersuchte
(molekulargenetische Analyse limitiert auf die Exons 3, 4, 5 und 6 des Notch3-Gens,
die vermutlich ca. 85 % der klassischen Mutationen erfassen dirfte): Nur ein Patient
mit einer klassischen Zysteinanzahl-alterierenden Mutation (R207C-Mutation im
Exon 4) konnte detektiert werden, einer Frequenz von 0.05 % innerhalb der
gesamten Kohorte entsprechend. Im Falle einer spezifizierenden Einschrédnkung der
Analyse auf Patienten mit einer zusatzlichen Leukenzephalopathie und ein
Schlaganfallmanifestationsalter von < 65 bzw. < 50 Jahren stieg die ermittelte
Frequenz von CADASIL-positiven Fallen auf 2 % bzw. 11 % (Dong et al, 2003). Mit
der vorliegenden Arbeit kann festgehalten werden, dass die Frequenz von
klassischen CADASIL-Mutationen in einem Kollektiv. ~ von  jungen
Schlaganfallpatienten entsprechend der geringen Pravalenz der Erkrankung in der
Allgemeinbevélkerung sehr niedrig sein dirfte und dass die Detektionsrate von
prototypischen Mutationen durch die auf Schlaganfallpatienten fokussierte Suche
sowie die Komplettsequenzierung der kodierenden Exons zumindest gemafl unserer
Untersuchung nicht erhéht werden konnte. Ein routinemalliges diagnostisches
Mutationsscreening von jungen Schlaganfallpatienten ohne zusatzliche Kklinisch-
anamnestische und/oder neuroradiologische Evidenz fiur eine CADASIL-Erkrankung

kann somit in der alltaglichen Praxis derzeit nicht empfohlen werden.

Die von uns gefundenen Zystein-aussparenden Mutationen scheinen — soweit durch
die kleine Fallzahl Gberhaupt beurteilbar bzw. irgendwie zu vereinheitlichen — mit
einem im Vergleich zur klassischen CADASIL-Erkrankung variablen und atypischen,
insgesamt milderen Phanotyp einherzugehen:

Der Patient mit der Mutation L1547V (c.4639 C>G in Exon 25) erlitt im Alter von 52
Jahren eine rechtsseitige cerebellare Blutung und 3 Jahre vorausgehend ein
zerebrovaskuldres ischamisches Ereignis im Sinne einer ischdmischen TIA.
Neuroradiologisch imponierten allenfalls leicht ausgepragte ,white matter lesions®,
die die fur eine CADASIL-Erkrankung typischen Préadilektionsstellen nicht erfassten.
Weitere mit dem klassischen CADASIL-Phanotyp vereinbare Charakteristika konnten
nicht ermittelt werden (keine Kopfschmerzen/Migrane, keine neuropsychiatrische
Auffalligkeiten bzw. Demenzentwicklung, keine verdachtige Familienanamnese).

Konkurrierend bestand bei diesem Patienten ein arterieller Hypertonus, der als
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mdgliche verantwortliche Ursache fur die intrazerebrale Blutung und die
Veranderungen der weillen Substanz in Erwagung gezogen werden kénnte,
allerdings war der Hypertonus medikamentds gut kontrolliert und in der zerebralen
MR-Bildgebung lieRen sich in den hé&msensitiven T2-Gradientenechosequenzen
keine Mikroblutungen als Hinweis flr eine langjahrig bestehende arterielle
Hypertonie finden.

Multiple zerebrale Infarkte im Bereich des Mediastromgebietes links und paramedian
pontin rechts fanden sich bei einem 45-jahrigen Patienten, bei dem sich die Mutation
P2074L (c.6221 C>T in Exon 33) nachweisen liel3. Hier wurde aufgrund des
Verteilungsmusters letztendlich eine kardioembolische Genese der zerebralen
Infarkte postuliert, konnte aber nicht bewiesen werden und blieb somit unklar. Auch
bei ihm fanden sich keine fur eine klassische CADASIL-Erkrankung wegweisende
Befunde bzw. Anamnese: In der zerebralen MR-Bildgebung offenbarten sich leicht
bis malig ausgepragte ,white matter lesions®, die konkurrierend auch auf ein
ausgepragtes kardiovaskulares Risikoprofil (arterieller Hypertonus, Diabetes mellitus
Typ 2, Adipositas mit metabolischem Syndrom) zurickgefuhrt werden kénnten und
die nicht die typischen Préadilektionsstellen erfassten (keine Lasionen im anterioren
Temporalpol bzw. in der Capsula externa). Der Patient wies darliberhinaus keine
Kopfschmerzen/Migrane,  zerebrovaskuldre  Ereignisse, = neuropsychiatrische
Auffalligkeiten oder kognitiv-mnestische Schwierigkeiten vor dem Ereignis sowie
keine familienanamnestische Auffélligkeiten auf. Erwdhnenswert sind offensichtliche
mnestisch-kognitive Einschrankungen des Betroffenen zumindest nach dem
Schlaganfallereignis, die im Profil mit fihrenden Aufmerksamkeits- und exekutiven
Stérungen den bei CADASIL beschriebenen Verénderungen gleichen.

Der dritte Patient mit einer Zystein-aussparenden Mutation (P2178S (c.6532 C>T in
Exon 33)) erlitt einen zerebralen Mediagrenzzoneninfarkt links mit einem
begleitenden okuldaren Zentralarterienverschluss, der auf eine Dissektion der
extrakraniellen Arteria carotis interna links mit konsekutivem distalem Verschluss des
Geféles zurickgefuhrt wurde. Bei diesem Patienten fanden sich weder in der
neurokraniellen MR-Bildgebung noch anamnestisch bzw. familienanamnestisch
Auffalligkeiten, die in Richtung eines klassischen CADASIL-Syndroms weisen

wirden.
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Summierend finden wir bei diesen Patienten als gemeinsames Charakteristikum
einen Schlaganfall (sowohl ischamischer wie hamorrhagischer Natur) und MR-
morphologisch zum Teil milde WML's ohne Beteiligung des Temporallappens, wobei
letztere auch durch die Présenz eines arteriellen Hypertonus als konfundierenden
Faktor bedingt sein kdnnten und eine hypertensive Genese dieser MR-Auffalligkeiten
deshalb nicht ausgeschlossen werden kann. Allerdings wird ein arterieller
Hypertonus auch bei CADASIL-Patienten zumindest im Krankheitsverlauf etwas
haufiger gefunden als urspringlich vermutet (bei ca. 20-25 % aller Patienten;
Singhal et al, 2004; Peters et al, 2004% Adib-Samii 2010). Zusatzlich bleiben
phanotypisch die kognitiven Einschrankungen mit fihrenden Aufmerksamkeits- und
Exekutivstérungen des Patienten mit der P2074L-Mutation erwahnenswert, wobei
auch hier eine postischamische Ursache bzw. Genese im Rahmen einer
sporadischen vaskuldaren subkortikalen Demenzentwicklung nicht auszuschlieRen ist.
Weitere Charakteristika (Anamnese, Klinik, Familienanamnese), die auf einen
prototypischen bzw. ,klassischen“ CADASIL-Ph&notyp hinweisen wirden, lieRen sich
nicht eruieren. Wir wollen diese Falle deshalb unter einem als ,atypisch®
bezeichneten CADASIL-Phanotyp bzw. ,atypischen CADASIL-Varianten“ einordnen.
Formal korrekt missen wir die von uns gefundenen Zystein-aussparenden
Sequenzvariationen letztendlich aber als ,Mutationen nicht sicher determinierter bzw.
unbekannter klinischer Relevanz® bezeichnen, da wir eine Segregation der oben
beschriebenen Phanotypen mit diesen Mutationen nicht beweisen kénnen.

Im Kontrast zu diesen ,atypischen Varianten® kann der ,klassische® CADASIL-
Phanotyp in dieser Arbeit sehr schén mit den Beschreibungen der Patienten aus
unserer eigenen Kohorte veranschaulicht werden, bei denen ausschliel3lich
Mutationen im Notch3-Gen gefunden wurden, die das Paradigma einer Anderung der
Zysteinzahl in einem der 34 EGF-Repeats erfilllen. Auch wenn das Spektrum des
klassischen Phanotyps bekanntermalien sehr breit und variabel ist, werden
gemeinsame bzw. Uberlappende Charakteristika bereits innerhalb der kleinen
Kohorte der hier dargestellten Patienten ersichtlich: Neben Kopfschmerzen,
(wiederholten) zerebral-ischamischen Ereignissen und relativ typischen kognitiv-
mnestischen Einschrankungen (v.a. die exekutiven Funktionen betreffend) finden
sich in der zerebralen MR-Bildgebung eine relativ ausgepragte subkortikale
Leukenzephalopathie und multiple lakunére Infarkte. Die Leukenzephalopathie geht

bei allen 4 Patienten mit Marklagerldsionen im Bereich des anterioren Temporalpols
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und in der Halfte der Falle mit bandférmigen L&sionen im Bereich der Capsula

externa einher.

In der Literatur mehren sich in beachtenswerter Weise die Beschreibungen der Félle
von Zystein-aussparenden Sequenzverdnderungen. Hierunter verbergen sich sowohl
Mutationen mit relativ eindeutiger klinisch-biologischer Relevanz wie auch
Mutationen unklarer klinischer Signifikanz. Innerhalb der ersten Gruppe finden sich
Falle mit relativ typischer CADASIL-KIinik, MRT-Auffalligkeiten im Sinne von milderen
bis schweren Leukenzephalopathien und lakundren Infarkten sowie zum Tell
nachgewiesenen GOM-Ablagerungen (z. B. Kotorii et al, 2001, Santa et al, 2003;
Uchino et al, 2002; Mazzei et al, 2004; Kim et al, 2006, Choi et al, 2006, Mizuno et al,
2008; Ferreira et al, 2007; Scheid et al, 2008, Wang et al, 2010). Unter Mutationen
unklarer Signifikanz werden durch einen Vergleich mit einer geforderten Anzahl von
gesunden Kontrollindividuen nicht als Polymorphismus/SNP zu wertende
Sequenzverdnderungen subsummiert, die entweder keinen erkennbaren oder keinen
untersuchten bzw. beschriebenen Phé&notyp aufweisen (z. B. Ferreira et al, 2007:
T577A-Mutation in Exon 11, Ampuero et al, 2009: Q757-Mutation in Exon 4). Die
bisher eher sparliche Charakterisierung und die Verletzung des paradigmatischen
Grundprinzips erklart die Kontroverse um die Bedeutung dieser Mutationen/
Sequenzvarianten.

Folgende Zystein-aussparende Mutationen sind in der Literatur mit phénotypischen
Hinweisen beschrieben worden:

-Kotorii et al, 2001: R213K-Mutation in Exon 4 bei einem japanischen Patienten mit
typischer CADASIL-Klinik (Migréne seit dem 10. LJ, multiple zerebrale Infarkte,
affektive Stérung, Demenz mit Fortschreiten in eine pseudobulbdre Paralyse, Tod mit
75 Jahren; positive Familienanamnese), in der MR-Bildgebung multiple T2-
Hyperintensitdten in der weillen Substanz sowie Nachweis von GOM in Hirn- und
viszeralen Gefallen (bereits klinisch vorbeschriebener und autoptisch untersuchter
Patient durch Nishio et al, 1997; neuropathologische Reexaminationen durch Okeda
et al, 2002 und Santa et al, 2003). Die R213K-Mutation wurde in der Folge bei einem
weiteren  japanischen  Patienten mit milder Migréne, rekurrierenden
Schlaganfallereignissen, einer moderaten Demenz und pseudobulbaren Paralyse
(keine GOM- und keine MRT-Analyse) gefunden (Uchino et al, 2002).
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-Uchino et al, 2002: V237M-Mutation im Exon 5 bei einer japanischen Patientin mit
spater Erstmanifestation im 71. LJ mit einer milden Migréne, milden Demenz und
ataktischen Gangstérung (keine Analyse von GOM).

-Mazzei et al, 2004: Kleine Deletion von 12 bp im Exon 3 (p.A88-G81del, c.C341-
G352del), in einer ,in-frame“ Deletion von 4 Aminosduren resultierend, die nicht
direkt einen Zysteinrest involviert; gefunden bei einer italienischen 73-jahrigen
Indexpatientin und ihrer 51-jdhrigen Tochter mit relativ CADASIL-typischer Klinik
(milde Depression, dementielle Entwicklung, Gangschwierigkeiten; Tochter nur mit
Migrane mit Aura seit dem 45. LJ) und MR-Veradnderungen (auch hier keine
Beteiligung des anterioren Temporalpols oder der Capsula externa).

-Kim et al, 2006; Mizuno et al, 2008: R75P-Mutation im Exon 3, zuerst entdeckt bei
15 Individuen von 4 unverwandten koreanischen Familien (und bei 200 gesunden
Kontrollpersonen nicht vorkommend), 6 symptomatische Patienten mit mit CADASIL
vereinbaren klinischen und Bildgebungs-Befunden (aber bemerkenswerterweise
ohne Beteiligung des anterioren Temporalpols), ein Indexpatient mit Nachweis von
GOM in der Hautbiopsie (Kim et al, 2006). Dieselbe R75P-Mutation wurde bei 2
weiteren koreanischen Patienten (Betroffene mit ischdmischen Infarkten und
kognitiven Defiziten; Choi et al, 2006) und bei 4 japanischen Individuen (Mizuno et al,
2008) gefunden. Letztere wiesen relativ typische klinische Bilder (Kopfschmerzen/
Schwindelattacken, wiederholte zerebrale Ischdmien, Depression, Demenz mit
pseudobulbérer Paralyse/akinetischem Mutismus, zum Teil epileptische Anfélle; bei
einer Patientin dartberhinaus thalamische Blutung und Nachweis von GOM) und
MR-Bildgebungsbefunde auf, aber wie bei den koreanischen Patienten keine
Ausdehnung der WML in die Temporalpole.

-Ferreira et al, 2007: S978R-Mutation in Exon 18 bei einer Patientin mit einem ersten
Schlaganfall in der 5. Dekade, psychiatrischen Problemen, Demenz und einer
Epilepsie sowie ,white matter“-Auffalligkeiten im kraniellen MRT.

-Scheid et al, 2008: A1020P-Mutation im Exon 19 (auch als Polymorphismus
beschriebene Sequenzveranderung, siehe u.a. Escary et al, 2000), gefunden bei
insgesamt 4 deutschen Patienten: 3 Angehérige einer deutschen Familie, die einen
relativ milden Phanotyp aufweisen (49-jahrige Indexpatientin mit unilateralem
Kopfschmerz, episodischen sensomotorischen Symptomen der linken Extremitat,
kognitiver Verlangsamung und beeintrachtigtem Gedachtnis, sensorineuronalem

Hoérverlust im adoleszentem Alter, cMRT mit ausgedehnten WMLs in der T2-
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Wichtung ohne Temporalpolbeteiligung, Nachweis von GOM in der Hautbiopsie; 71-
jahrige Mutter der Patientin nur mit einem bilateralen Hoérverlust und einem
horizontalen Blickrichtungsnystagmus nach links (aber ausgeprégten WML in der
cMRT), 63-jahriger Onkel der Patientin mutterlicherseits mit mildem bilateralen
Horverlust (geringfigige Abblassung der weilen Substanz und dilatierte Robin-
Virchow Rdume in der cMRT). Eine unverwandte deutsche, 77-jahrige Patientin mit
derselben Mutation wies vorgeschichtlich depressive Episoden und progressive
Veradnderungen der Personlichkeit sowie eine verdachtige Familienanamnese auf,
assoziiert mit schweren WML in der cMRT ohne Involvierung des Temporalpols (hier
unauffallige Hautbiopsie).

-Wang et al, 2010: T1098S-Mutation in Exon 20 bei einem 39-jahrigen chinesischen
Patient mit Schlaganfall und kognitiven Einschrédnkungen, leukenzephalopathischen
Veranderungen (ohne Temporalpolbeteiligung) und lakundren Infarkten im MRT
sowie Nachweis von GOM in der Hautbiopsie.

Diese in der Literatur bislang aufgefiihrten Félle unterlegen die Schwierigkeit, einen
einheitlichen Phanotyp von Zystein-aussparenden Mutationen abzugrenzen.
Assoziierte ,atypische® CADASIL-Phanotypen bzw. atypische Merkmale (z. B.
mildere und spatmanifeste Verldufe; MR-Bildgebung ohne bisher beschriebene
Beteiligung des anterioren Temporalpols und nicht gelungener GOM-Nachweis)
scheinen allerdings haufig vorzukommen. Die Pravalenz von solchen atypischen und
im Vergleich zu CADASIL eher milderen Varianten mag zudem durchaus héher sein
als bisher gedacht, da entsprechende Bilder nicht unbedingt zu einer geeigneten
resp. ursachenklarenden Diagnostik veranlassen.

Die Zystein-aussparenden Mutationen kdnnten daruberhinaus nicht nur vom
phanotypischen Aspekt, sondern auch vom pathophysiologischen Gesichtspunkt her
eine heterogene Gruppe bilden. Uber mdgliche pathomechanistische Konsequenzen
der Zystein-aussparenden Mutationen existieren bisher keine systematischen
Untersuchungen. Diesbeziglich kénnen derzeit nur Spekulationen getatigt werden,
die sich letztendlich auf die molekulare Ebene beschrénken: Im EGFR-kodierenden
Bereich gelegene Mutationen kdnnten Uber ihren resultierenden Aminosaure-
Austausch  &hnlich den klassischen Mutationen die Proteinfaltung und
Domanenstruktur des Notchrezeptors stdren: Beispielhaft seien die Mutationen R75P
(Kim et al, 2006) und A1020P (Scheid et al, 2008) erwahnt, die beide in einer

Aminosauresubstitution zu Prolin resultieren, welche &ahnlich dem Zystein flr die
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Bildung von ,[3-Sheet-Turns® in der extrazellularen Doméane des Notch3-Rezeptors
wichtig ist. Die Deletion p.A88-G91del (Mazzei et al, 2004) fallt zwischen das 2. und
3. Zystein im EGFR 2, deletiert 4 nichtkonservierte Aminos&uren und rickt hierdurch
die zwei normalerweise durch 5 Aminosauren getrennte zwei Zystein-Aminosauren
naher zusammen, was eine inkorrekte Disulfidbriickenpaarung verursachen kénnte.
Bei der Mutation S978R (Ferreira et al, 2007) wird die Ladung der Seitenkette
verandert. Keine primar ersichtlichen substantiellen Konsequenzen hinsichtlich der
Doménenfaltung scheint die Punktmutation R213K (Kotori et al, 2001 und Uchino et
al, 2002) zu haben, die ein Arginin (mit einer basischen Seitenkette) mit einem Lysin
(mit ebenfalls basischer Seitenkette) ersetzt, das zusatzlich eine ahnliche GréRRe wie
Arginin aufweist. Allerdings scheint Arginin sowohl in den EGFR des Notchproteins
(unterlegt durch die bekannten klassischen Punktmutationen, die in ca. 45 % zu
einem Ersatz oder Verlust von Arginin in der extrazelluldaren Doméne filhren) sowie
auch in anderen verwandten Proteinen (z.B. Arg184 als haufigste mutierte Stelle von
JAG1, einem Notchligandprotein mit 16 EGFR) eine wichtige Rolle zu spielen,
moglicherweise flur ein korrektes intrazelluldres Prozessing oder Interaktionen mit
anderen regulatorischen Proteinen. Eine weitere Punktmutation (V237M; Uchino et
al, 2002) ersetzt ein konserviertes Valin innerhalb einer Calcium-bindenden Stelle
des 6. EGF-Repeats und kénnte dadurch z.B. die Calciumbindung stéren.

Beachtenswert liegen die von uns gefundenen Zystein-aussparenden Mutationen in
nicht-EGFR-kodierenden Exons (L1547V in Exon 25; P2074L und P2178S jeweils in
Exon 33). Die exakten Strukturelemente bzw. deren Funktionen, die durch diese

betroffenen Genabschnitte kodiert werden, sind bisher nicht genauer bekannt.

Einen weiteren Beleg dafur, dass Notch3-Genmutationen nicht nur die klassische
CADASIL-Erkrankung verursachen, sondern mdglicherweise auch mit anderen
Erkrankungsentitdten einhergehen, findet sich in einer Studie von Fouillade
(Fouillade et al, 2008): Es konnte gezeigt werden, dass eine bisher nicht benannte
familidre Form einer ischamischen zerebralen Mikroangiopathie durch eine ebenfalls
aullerhalb der EGFR-kodierenden Exons 2-24 liegende und Zystein-aussparende
Notch3-Mutation hervorgerufen wird. Diese Punktmutation (c. 4544T>C, p.L1515P,
Exon 25) fuhrt zu einem Aminoséureaustausch in der juxtamembrandsen, die sog.
Heterodimerisationsdomane bildende Region des Notch3-Rezeptors. Zumindest in

vitro bedingt sie vermutlich Uber eine Destabilisierung des Heterodimers eine
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konstitutionell erhéhte, von der Ligandenbindung unabhangige Signalaktivitdt des
Notch3-Rezeptors. Dies unterscheidet sie fundamental von der Majoritat der
klassischen CADASIL-Mutationen, die in in-vitro-Experimenten einen normalen Level
des kanonischen Notch3-Signallings zu bewahren scheinen, und kénnte somit auf
einen alternativen Pathomechanismus bzw. eine neue mechanistische Klasse von
Notch3-Mutationen hinweisen. Bemerkenswerterweise geht die mit o.g. Mutation
assoziierte, von Fouillade als neue Form einer familidren ,cerebral small vessel
disease“ postulierte Erkrankung mit Merkmalen einher, die sich von CADASIL
unterscheiden: Bei der Indexpatientin, die im Alter von 35 Jahren einen Schlaganfall
erlitt und ab dem 53. LJ rezidivierend transiente Symptome in Form von Skotomen
und Parasthesien mit zum Teil nachfolgenden frontalen Kopfschmerzen entwickelte,
konnten MR-morphologisch neben einem kleinen lakundren Infarktdefekt
weitgestreute und symmetrische T2-Hyperintensitdten in der weiRen Substanz (ohne
Beteiligung des Temporalpols) gefunden werden. In der Hautbiopsie gelang der
Nachweis von GOM-Ablagerungen oder einer Akkumulation der extrazelluldren

Doméne des Notch3-Rezeptors dagegen nicht.

Zusammenfassend kénnen wir mit der vorliegenden Arbeit eine mdgliche
Segregation von ,atypischen CADASIL-Phénotypen bzw. ,atypischen CADASIL-
Varianten® mit den gefundenen Zystein-aussparenden Mutationen auf keinen Fall
beweisen und damit die zentrale Fragestellung bzw. Hypothese letztendlich nicht
schlissig beantworten. Limitierend sind dabei die sehr geringe Zahl der gefundenen
Patienten mit solchen Mutationen, der kurze klinisch-neuroradiologische
Beobachtungsausschnitt, das Fehlen von phanotypisch klar diskriminierenden bzw.
pathognomonischen Krankheitsmerkmalen und die Bias durch die Selektion der
Patienten aus der SIFAP-Kohorte mit theoretisch denkbaren konkurrierenden
Schlaganfallursachen. Um die Hypothese eines ,atypischen Phanotyps durch die
Gruppe von Zystein-aussparenden Mutationen adéquater unterlegen bzw. ggf. auch
ausschlieen zu koénnen, sind letztendlich weitere Arbeiten notwendig, die
molekulargenetische Analysen von noch gréReren Kollektiven, sorgfaltige Genotyp-
Phanotyp-Korrelationen Uber einen langeren Zeitraum und ggf. in-vitro-

Expressionsstudien der Mutationen umfassen sollten.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit lieRen sich bei einer groflen Kohorte von jungen
Schlaganfallpatienten mittels molekulargenetischen Analysen der gesamten
kodierenden DNA-Sequenz des Notch3-Gens insgesamt drei, bisher nicht bekannte
Mutationen nachweisen, die auf Proteinebene nicht dem Paradigma von klassischen
CADASIL-Mutationen — einer Veranderung der Zysteinanzahl in einem bestimmten
EGFR des extrazellularen Notch3-Rezeptors — folgen (1. Mutation in Exon 25: ¢.4639
C>G, p.L1547V; 2. Mutation in Exon 33: ¢.6221 C>T, p.P2074L; 3. Mutation in Exon
33: ¢.6532 C>T, p.P2178S). Diese Sequenzverédnderungen konnten in einer
Kontrollgruppe, die jeweils ca. 500 Kontrollindividuen ohne Schlaganfall bzw. 1000
entsprechende Kontrollallele umfasste, sowie in internationalen Polymorphismus-
Datenbanken nicht gefunden werden und wurden von uns deshalb zunachst formal
als ,Mutationen unklarer bzw. méglicher klinischer Relevanz® klassifiziert. Eine bei
den 3 betroffenen Patienten durchgefiihrte Genotyp-Phénotyp-Analyse kdnnte darauf
hinweisen, dass diese Mutationen mit einem von uns als ,atypisch® bezeichneten
Phanotyp einhergehen, der sich vom klassischen CADASIL-Phé&notyp unterscheidet.
Ein eher milderer Verlauf, eine inkomplette Ausbildung der CADASIL-
Hauptmanifestationen mit Ausnahme von Schlaganfallen sowie MR-morphologisch
nur geringe ,white matter lesions“ bzw. eine geringe Leukenzephalopathie ohne
Erfassung des anterioren Temporalpols kénnten Elemente dieses Phanotyps sein.
Eine Segregation von diesem vermuteten ,atypischen“ Phé&notyp mit den gefundenen
Zystein-aussparenden Mutationen und damit auch ein neues Krankheitsbild im Sinne
von ,atypischen CADASIL-Varianten“ lassen sich in dieser Arbeit allerdings nicht
beweisen. Dies scheitert an der sicherlich zu geringen Fallzahl von Patienten mit
solchen Mutationen, dem Fehlen von klar herausragenden gemeinsamen
Krankheitszeichen sowie auch der méglichen Bias durch die Selektion der Patienten
aus der SIFAP-Studiengruppe. Eine Recherche bezlglich der in der Literatur
vorbeschriebenen Zystein-aussparenden Mutationen unterstitzt zwar nicht die
Vereinheitlichung eines durch diese Mutationen bedingten Phéanotyps, deutet aber
auf eine Haufung von assoziierten ,atypischen® CADASIL-Verlaufen bzw. ,atypischen
CADASIL-Varianten®. ,Atypische CADASIL-Varianten“ kdnnten sich klinisch auf3ern
in einer Spektrum von einzelnen oder wenig kombinierten Elementen der bekannten
Hauptmanifestationen von CADASIL, einer sowohl sehr mild bis hin zu einer stark
ausgepragten subkortikalen Leukenzephalopathie, einem tendenziell eher milderen
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Verlauf und haufigeren Spatmanifestationen, aber z. B. keiner typischen Beteiligung
des anterioren Temporalpols in der MRT-Bildgebung sowie einem nicht unbedingt
notwendigen Vorhandensein von GOM-Ablagerungen. Dieser insgesamt heterogen
erscheinende, vereinfacht unter der Bezeichnung ,atypisch“ zusammengefasste
Phénotyp mag mdglicherweise auch die Heterogenitat der Zystein-aussparenden
Mutationen in Bezug auf ihre pathophysiologischen Konsequenzen wiederspiegeln,
die bislang nicht gezielt untersucht worden sind. In diesem Zusammenhang erscheint
auch erwahnenswert, dass die von uns gefundenen Mutationen entgegen der
Mehrheit der bisher beschriebenen Zystein-aussparenden sowie den klassischen
Zystein-involvierenden CADASIL-Mutationen in Exon-Sequenzen des Notch3-Gens
liegen, die nicht fur die im extrazellularen Teil befindlichen 34 EGFR des
Notchrezeptors kodieren. Die exakten Strukturelemente des Notch3-Rezeptors bzw.
deren Funktionen, die durch diese betroffenen Genabschnitte kodiert werden, sind
uns bisher nicht genauer bekannt. Eine spannende Aufgabe von weiteren
notwendigen Studien wird es sein, diese mdglicherweise heterogene Gruppe von
Zystein-aussparenden  Mutationen sowohl hinsichtlich  pathophysiologischen
Grundlagen wie auch phanotypischen Aspekten umfassender zu beleuchten und im
Einzelnen auch n&her zu charakterisieren.

In dieser Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass in einer unselektionierten
Population von 154 jungen Patienten mit Schlaganfall die Frequenz von klassischen
Zysteinanzahl-alterierenden CADASIL-Mutationen sehr gering sein dirfte. Im
klinischen Alltag kann dementsprechend und unter Berlcksichtigung von Aufwand
und Kosten derzeit kein routineméalliges Mutationsscreening des gesamten Notch3-
Gens bei jedem jlingeren Schlaganfallpatienten empfohlen werden. Ein solches
sollte von zusétzlichen (auch schon minimalen) anamnestisch-klinischen und/oder
neuroradiologischen Verdachtsmomenten fir eine CADASIL-Erkrankung geleitet
werden.

Als Nebenbefund konnte in einer von uns zusammengestellten Vergleichsgruppe von
CADASIL-Patienten mit einem klassischen Phanotyp eine neue, bislang nicht

publizierte Mutation im Exon 5 (c.785 G>A, p. C262Y) nachgewiesen werden.
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6. ANHANG:

ABKURZUNGSVERZEICHNIS
ALLGEMEINE ABKURZUNGEN:

AGLA (-Gen)
ANKR
AS (aa)
BMI

bp
CADASIL
CBF 1
cDNA

cM

CM

DNA

DSL

ED
EGFR
GOM
H»0
het.
HD
ICH

kb

kD

LJ
LNR
LRS
MRT
N3
NECD
NICD
NLS
NRR
NTMD
NTMICD

PCR
PEST
PET
RAM
RBP-Jk
SIFAP
SIVD
SNP

SVD
SPECT
SSCP (SSCA)
TIA

VSMC (s)
WMH

a-Galaktosidase A (-Gen)

ankyrin repeats = Ankyrin Wiederholungen

Aminosédure (aa = amino acid)

body mass index

base pairs = Basenpaare

Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarcts and Leukoencephalopathy
C Promotor Bindungsfaktor 1

coding DNA = kodierende DNA

Centimorgan

cerebral microbleeds = zerebrale Mikroblutungen (auch als MB = microbleeds bezeichnet)
Deoxyribonucleic acid = Desoxyribonukleinséure

Notchligandenfamilie, bezeichnet nach den Liganden Delta und Serrate (bei Drosophila
melanogaster) und Lag2 (bei C. elegans)

Erstdiagnose

EGF-like repeats = “Epidermal Growth Factor’-like repeats

Granular osmiophilic material = Granulares osmiophiles Material

Wasser (ddH20 = bidestilliertes Wasser)

heterozygot

Herodimerisationsdoméane des Notchrezeptors

Hirnparenchymblutung (ICH: intracerebral hemorrhage; PBH: parenchymal brain hemorrhage)
Kilobase

Kilodalton

Lebensjahr

Lin-12/Notch repeats = Lin-12/Notch Wiederholungen

ligand recognition site (Ligandenbindungsstelle)

Magnetresonanztomographie

Notch3-Rezeptorprotein

= N3ECD: Notch3 extracellular domain = ECD: extrazelluldre Doméne des Notch3-Rezeptors
= N3ICD: Notch3 intracellular domain = ICD: intrazelluldre Domé&ne des Notch3-Rezeptors
nukledre Lokalisierungssignale im Bereich der intrazelluldren Doméne des Notch-Rezeptors
negative regulatorische Region des Notchrezeptors

=TM: transmembranous domain = TMD: transmembranése Doméne des Notch3-Rezeptors

= Notch3-transmembranous-intracellular domain, auch als NEXT: notch extracellular truncation
(trunkierter Notchrezeptor mit transmembrandésintrazellulare Domane) bezeichnet

polymerase chain reaction = Polymerasekettenreaktion

PEST (proline, glutamic acid, serine, threonine (-rich)) domain
Positronen-Emissions-Tomographie

RBP-Jk-associated molecule domain

recombination signal binding protein for immunglobulin kappa J region

stroke in young fabry patients

sukortikale ischadmische vaskuldre Demenz

single nucleotide polymorphism (auch: SNV = single nucleotide variation) = Einzelnukleotid-
Polymorphismus

small vessel disease

Single Photon Emission Computed Tomography

Single Strand DNA Conformation Polymorphism (-Analyse)

transient ischemic attack = transitorisch ischdmische Attacke

vascular smooth muscle cell (s) = vaskulare glatte Muskelzelle (n)

White matter hyperintensities = Hyperintensitéten der weilen Substanz

GEFASSBEZEICHNUNGEN:
ACA (A. cerebri anterior); ACM (A. cerebri media), ACP (A. cerebri posterior), ACI (A. carotis interna)

MRT-BEGFRIFFE/-GLOSSAR:

DWI
EPI
FLAIR
MRA
MIP
T1, T2
T2*
TIRM

Diffusion Weighted Imaging-Sequenzen (diffusionsgewichtete Sequenzen)
Echo Planar Imaging-Sequenzen (echoplanare Bildgebung)

Fluid Attenuated Inversion Recovery-Sequenzen
Magnetresonanz-Angiographie

Maximum Intensity Projection (Nachverarbeitungsmethode)

T1- bzw. T2-gewichtete Sequenzen

hamsensitive Sequenzen (T2*-gewichtete Gradientenecho-Sequenzen)
Turbo Inversion Recovery Magnitude-Sequenzen
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Tab. 1. Ubersicht ,,stroke-negative*“-Kontrollen:

Aus einer eigenen Biobank stammende Kontrollen, die Blutproben von Individuen mit diversen genetisch
bedingten Erkrankungen (sowohl manifest Erkrankte mit molekulargenetisch bestatigter Diagnose, Anlagetrager/
Carrier wie auch Verdachtsfélle) beinhalten, die per se nicht zum Schlaganfall fuhren.

(Abk: M = Ménner, F = Frauen, ND = nicht determiniertes Geschlecht, PN = Prénatale Untersuchung)

ERKRANKUNG STATUS ANZAHL
(Genprodukt, Gen)
Patienten mit Carrier/ Verdachtsfalle Anzahl M Alle
pathologischen Anlagetrager Anzahl F,
molekular- Anzahl ND
genetischen (mit PN)
Veranderungen
M | F M [ F M [ F
FRDA: Friedreich-Ataxie 2 2F 2
(Frataxin)
SCA 1: Spinocerebellare 1 1M, 1 ND 2
Ataxie 1 (Ataxin-1) 1x ND
SCA 2: Spinocerebellare 1 1 1M, 1F 2
Ataxie 2 (Ataxin-2)
SCA 3: Spinocerebellare 2 1 1 3M,1F, 1ND 5
Ataxie 3 (Ataxin-3/MJD 1) 1xND
SCA 7: Spinocerebellare 1 1 2M 2
Ataxie 7 (Ataxin-7)
SCA 12: Spinocerebellare 1 1™ 1
Ataxie 12 (PPP2R2B)
SCA 17: Spinocerebellare 3 4 1 4M,4F,2ND 10
Ataxie 17 (TBP: TATA-Box- 2x ND
Binding-Protein)
AOA2: Ataxie mit okulo- 1 2 3F 3
motorischer Apraxie 2
(Senataxin)
SPG 3: Spastische Spinal- 3 3M, 1ND 4
paralyse Typ 3 (Atlastin) 1x ND
SPG 4: Spastische Spinal- 2 4 2M,4F, 3ND 9
paralyse Typ 4 (Spastin) 2x ND 1x ND
SPG 7: Spastische Spinal- 1 2 1 2M,2F 4
paralyse Typ 7 (Paraplegin)
SPG17: Spastische Spinal- 1 1F 1
paralyse Typ 17 (BSCL2)
SBMA: Spinobulbare Muskel- | 4 4 M 4
atrophie (Androgenrezeptor)
SMA 2: spinale Muskel- 1x ND 1ND 1
atrophie, intermediare (SMN1)
SMA 3: spinale Muskel- 1 1T™M 1
atrophie, Kugelberg-Welander
(SMNT1)
Spinale Muskelatrophie , 1 1™ 1
skapulo-humeral
FSHD: Fazioskapulohumerale | 1 1 1M, 1F 2
Muskeldystrophie
(FSHMD1A)
OPMD: Okulopharyngeale 2 2M,1F 3
Muskeldystrophie (PABP-2) 1xND
Myotonia congenita Becker 1ND 1
(Chloridkanal CLCN1) 1x ND
Myotone Dystrophie 1 4 1 2 6M,1F,2ND 9
(DMPK) 2x ND
Myotone Dystrophie 2 2 2 2M,2F, 1ND 5
(Zinkfingerprotein 9) 1x ND
CMT 1A: Charcot-Marie-Tooth | 5 8 2 1 7M,9F 10ND | 26
1A (PMP22 dupl) 10x ND
CMT 1B: Charcot-Marie-Tooth | 1 3 2 4M, 2F, 1ND | 7
1B (MPZ, PO) 1x ND
CMT 1C: Charcot-Marie- 1 1 1M 1F 2
Tooth 1C (LITAF)
CMT 2A1: Charcot-Marie- 1 1F 1
Tooth 2A1 (MFN2)
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CMT 2L: Charcot-Marie-Tooth 1F, 1ND 2
2L (MP2Z) 1x ND 1
CMT X1: Charcot-Marie-Tooth 1 1F,1ND 2
X1 (GJB1/Connexin 32) 1x ND
HNPP: Hereditary neuropathy | 12 8 1 13 M, 8F, 22 43
with liability to pressure palsy 20x ND 2x ND ND
(PMP22 del)
PMP22-3'UTR 5 2 5M,2F 7
DYT1: Torsionsdystonie, 2 2M,1F 3
generalisierte (TOR1A)
PARK2: Parkinsonsyndrom, 1 1 2M,1F 3
autosomal rezessives
juveniles (PARK2)
Chorea Huntington 15 25 15 M, 25 F, 17 57
(Huntingtin) 17xND ND
Glykogenose II: M. Pompe 2 2F 2
(Alpha-Glukosidase)
M. Gaucher 5 7 2 2 4 11 M, 12 F, 57
(Glucocerebrosidase) 13x ND 16x ND 2x ND 34 ND (inkl. 3

2x PN 1x PN PN)
M. Gaucher (CCL 18 und 2 2M 2
PARC-Bestimmung)
M. Gaucher (Chitotriosidase- 3 2 3M,2F, 7ND 12
Bestimmung) 6x ND 1x ND
NP-AB: Niemann-Pick 12 4 14 4 4 30M, 11F, 54
Erkrankung Typ A od. B 6x ND 4x ND 2x ND 13 ND (inkl.
(Sphingomyelin/PDE1) 1x PN 1PN)
NP-C1: Niemann-Pick 4 1 7 13 5 16 M, 15 F, 44
Erkrankung Typ C 2x ND 6x ND 1x ND 13 ND (inkl. 4
(NPC1) 4x PN PN)
NP-C2: Niemann-Pick 1 1 1M, 1F 2
Erkrankung Typ C
(NP-C2/HE1)
GM2-Gangliosidose/M. Tay- 2 1 4 2 3M, 8F, 16
Sachs (Hexosaminidase A) 1x ND 3x ND 5 ND (inkl. 1PN)

1x PN
Globoidzell-Leukodystrophie/ 6 2 19 6 9 34 M, 15F, 104
M. Krabbe 13x ND 23x ND 2x ND 55 ND (inkl. 17
(B-Galaktocerebrosidase) 4x PN 12x PN 1x PN PN)
Metachromatische 1 1™ 1
Leukodystrophie
(Arylsulfatase A)
CYP27A-1: Cerebrotendinése | 1 2 3 3M,3F 6
Xanthomatose
(Sterol-27-Hydroxylase)
ALD: Adrenoleukodystrophie 1 T™ 1
(ABCD1)
VMMD: Vanishing white 1 1™ 1
matter disease (EIF2B 1-5)
TOTAL 191 M, 527
143 F,
193ND
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Tab. 2. Ubersicht iiber

Sequenzierung des Notch3-Gens verwendet wurden:

PRIMER, die fiir die PCR-Amplifikation und

Exon PCR Primer PCR Primer Liange Exon | Sequenz.-
Primer Oligonukleotidsequenz Primer Oligonukleotidsequenz Ampli- Primer
forward reverse fikat foward

Prom. 5327_Cada 5°-gcccggtcegacttttaggt-3° 5328_Cada 5°-cgcgaccctcccctecte-3°
_Promfw _Promrev

1 6098_Cada 5°-ctgggtttctgagggtc-3° 6099_Cada 5’-tctgaatctctgggtectee-3° 526 bp 1 6098_Cada

elfw elrev elfw

2 5331_Cada 5°-ggagggagggggtttgtcac-3° 5'-agaggttgcccaagccacac -3 298 bp 2 5331_Cada

2fw 2fw

3 5333_Cada 5'-tgtcttgtgtgtatctttgtgtctgg-3° 5334_Cada 5°-cagggcctggagggacca-3 299 bp 3 5333_Cada

3fw 3rev 3fw

4 5335_Cada 5°-gtggcttccgaggtgagagg-3° 5336_Cada 5°-cctggacagtcgtccacgttc-3° 567 bp 4 5335_Cada
_4fw _4rev _4fw

5+6 5715_Cada 5'-agagtcagaggggtgggce-3 5716_Cada 5’-cccagectagcataatctttc-3° 614 bp 5+6 5715_Cada
_5+6fw _5+6rev _5+6fw

7 5341_Cada 5'-ctcaaggggtgtgggcecttt-3° 5342_Cada 5°-gatggagtgcgatcggtgtg-3° 317 bp 7 5341_Cada
_Tfw _Trev _Tiw

8 5343_Cada 5°-ggggagctccatcgtctgtg-3 5344_Cada 5°-ggtcccactccaaacccactt-3° 390 bp 8 5343_Cada
_8fw _8rev _8fw

9 5345_Cada 5°-gaaggctcgggggatttgtc-3 5346_Cada 5°-caggttcccaccctggagtt-3° 296 bp 9 5345_Cada

9fw 9rev 9fw

10 5347_Cada 5'-tgggtttttccacccaaacaa-3° 5348_Cada 5°-ccccaagctctccccaagte-3° 294 bp 10 5347_Cada

10fw 10rev 10fw

11 5349_Cada 5'-gatagagctgaaccaggattggtc- 5350_Cada 5°-tgccccactagatgcaccatt-3° 400 bp 11 5349_Cada

11fw 3 11rev 11fw

12 5351_Cada 5'-acacctggaggggcacagag-3° 5352_Cada 5’-gcaaaacaggcccacagaga-3° 273 bp 12 5351_Cada
_12fw _12rev _12fw

13 5353_Cada 5°-gggggatgtgggtgtgctaag-3° 5354_Cada 5’-cacacacacagcggaacctg-3° 382 bp 13 5353_Cada
_13fw _13rev _13fw

14 5355_Cada 5°-ctgcagtcacggcatctgcet-3° 5356_Cada 5’-cccaagctcctggagggaaa-3 397 bp 14 5355_Cada
_14fw _l4rev _14fw

15 5357_Cada 5°-ggaggtgggtatcaaggtg-3° 5358_Cada 5°-ggatccccagcatcatcc-3° 300 bp 15 5357_Cada

15fw 15rev 15fw

16 5359 _Cada 5'-tgacagcacggcttattttg-3 5360_Cada 5°-gccaggcacacagttcaag-3 350 bp 16 5359_Cada

16fw 16rev 16fw

17 5361_Cada 5'-ccaaggcatatcccagtcag-3 5362_Cada 5°-ctgaggactcccccaagte-3° 400 bp 17 5361_Cada

17fw 17rev 17fw

18 5363_Cada 5'-ctaacagcgggactcaggaa-3° 5364_Cada 5°-gggggtagtctgggagaaac-3° 377 bp 18 5363_Cada
_18fw _18rev _18fw

19 5365_Cada 5’-ccaagtcggggcacagtt-3° 5366_Cada 5°-ggctcacactagcaggaggt-3° 296 bp 19 5365_Cada
_19fw _19rev _19fw

20 5367_Cada 5°-ccaccaaggatgttgaatga-3° 5368_Cada 5’-tacccataccaagccacaca-3° 364 bp 20 5367_Cada
_20fw _20rev _20fw

21 5369_Cada 5'-tttgcgtcttcatgggtatg-3 5370_Cada 5"-aacgaggggtggtcaagag-3° 280 bp 21 5369_Cada
_21fw _21rev _21fw

22 5371_Cada 5"-gttcatgcattgacctcgtg-3° 5372_Cada 5°-agcgggagcatgtagatcag-3° 472 bp 22 5371_Cada
_22fw _22rev _22fw

23 5373_Cada 5°-gcttctcaggtaagegttgg-3° 5374_Cada 5'-tagacgccacgcccctacta-3 283 bp 23 5373_Cada
_23fw _23rev _23fw

24-1 5375_Cada 5°-gtgggacatggggaggttga-3 5376_Cada 5’-aggagcccccgtggagac-3° 379 bp 24-1 5375_Cada
_24 1fw _24 1rev _24 1fw

24-2 5377_Cada 5"-gttgtcgggaccctcetg-3° 5378_Cada 5°-tgggcagatagagtgcacag-3° 581 bp 24-2 5377_Cada
_24 2fw _24 2rev _24 2fw

25 5379_Cada 5'-tctacggtgtgaatgcatgg-3° 5380_Cada 5’-caagacctggatcaacagca-3 482 bp 25 5379_Cada
_25fw _25rev _25fw

26 5381_Cada 5'-gagacctgtgggtggagatg-3° 5382_Cada 5’-ccctaagagcaggaagcaga-3° 396 bp 26 5381_Cada
_26fw _26rev _26fw

27 5383_Cada 5'-actacctgggagcgttgtca-3 5384_Cada 5’-tcagaggtctgagtcaggtcaa-3 490 bp 27 5383_Cada
_27fw _27rev _27fw

28 5385_Cada 5°-cgctgggcatgaagtgagaa-3° 5386_Cada 5’-tctctggagctagggaggtg-3° 388 bp 28 5385_Cada
_28fw _28rev _28fw

29 5387_Cada 5°-cccagggctctgtgtgtatc-3° 5388_Cada 5’-ccccaaaacacagagtcagaa-3° 367 bp 29 5387_Cada
_29fw _29rev _29fw

30 5389_Cada 5"-ttccatgtgtcccattagetc-3° 5390_Cada 5'-ccccaacccctgaaattggt-3° 583 bp 30 5389_Cada

30fw 30rev 30fw

31 5391_Cada 5°-ggggacttcatgggacttag-3 5392_Cada 5"-aagcctggttatgtgtgcgtga-3° 358 bp 31 5391_Cada

31fw 31rev 31fw

32 5393_Cada 5"-acaatttctgcctcectgac-3° 5394_Cada 5"-aatccaatgtttggggtttt-3* 296 bp 32 5393_Cada
_32fw _32rev _32fw

33-1 5395_Cada 5°-ccaggtctgtcaagctccag-3° 5396_Cada 5°-agtggcagctgcataggg-3° 598 bp 33-1 5395_Cada
33 _1fw 33 _1rev 33 1fw

33-2 5397_Cada 5°-cgtggactcgctggactc-3 5398_Cada 5°-ctgggaacagacaagggaag-3’ 591 bp 33-2 5397_Cada
33 2fw _33 2rev 33 2fw

33-3 5399_Cada 5'-tctcagactggtccgaatcc-3° 5400_Cada 5’-aatgggcccacagactca-3 666 bp 33-3 5399_Cada
_33_3fw _33_3rev _33_3fw
5401_Cada 5'-ctcccteccectgtgaac-3° 5402_Cada 5°-ccaagatgggagctcaagtt-3° 5401_Cada

33_4fw 33_4rev 33_4fw
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Tab. 3. Ubersicht iiber bisher bekannte/publizierte Mutationen im NOTCH3-Gen:

Exon | Aminoséaure- Nukleotid-Verdnderung Referenzen,
Austausch auf DNA-Ebene in der kodierenden Sequenz Anmerkungen (=Anm.)
von Notch3 (c.DNA)
A:
Nukleotid-Positions-Angabe gemaR der NCBI
Reference Sequence: NG_009819.1 (‘“NOTCH3
RefSeqGene on chromosome 19”)>Erste Base des
translations-initiierenden Methionin-Codons (A von
ATG) wird als Nummer 1 gezahlt
B:
Haufig in der Literatur auch benutzte Nukleotid-
Positions-Angabe fiir Sequenzvariationen/Mutationen,
abgeleitet von NCBI Reference Sequence NM_00435.2
(,NOTCH3 mRNA")->Erste Base des Methionin
Codons wird hier als Nummer 77 gezahl
A: Verandertes | B:
Nukleotid-
Triplet
2 C43G Cys43Gly c.127 T>G tgc > ggc 205 T>G Opherk et al, Brain 2004
2 C43F Cys43Phe c.128 G>T tgc > ttc 206 G>T Lesnik Oberstein et al, Neurology 2003
2 C49R Cys49Arg c.145T>C tgt > cgt 223 T>C Wang et al, JNNP 2010
2 C49G Cys49Gly c.145 T>G tgt > ggt 223 T>G Oki et al, Eur J Neurol 2007
2 C49Y Cys49Tyr c.146 G>A tgt > tat 224 G>A Joutel et al, Lancet 1997
2 C49F Cys49Phe c.146 G>T tgt > ttt 224 G>T Opherk et al, Brain 2004
2 G53C Gly53Cys c.157 G>T ggt > tgt 235 G>T Wang et al, JNNP 2010
2 R54C Arg54Cys c.160 C>T cgt > tgt 238 C>T Escary et al, Hum Mutat 2000
2 S60C Ser60Cys c.179 C>G tce > tge 257 C>G Opherk et al, Brain 2004
2 C65Y Cys65Tyr c.194 G>A tgc > tac 272 G>A Bianchi et al, Hum Genet 2007 (p558-559)
2 C65S Cys65Ser c.194 G>C tgc > tcc 272 G>C Opherk et al, Brain 2004
3 C67S Cys67Ser c.199 T>A tgc > age 277 T>A publiziert bei Tikka et al, Brain 2009
3 C67Y Cys67Tyr c.200 G>A tgc > tac 278 G>A Moon et al, J Korean Med Sci 2003
3 W71C Trp71Cys c.213 G->T tgg > tgt 291 G>T Joutel et al, Nature 1996
3 R75P Arg75Pro c.224 G>C cgg > ccg 302 G>C Kim et al, Neurology 2006
(auch beschrieben bei Choi et al, Neurology
2006; Mizuno et al, Inter Med 2008)
Anm: Zystein-aussparend
3 C76_ Cys76_ €.226_234del 304_312del Wang et al, JNNP 2010
L78del Leu78del Anm: Deletion 9 bp, 3 AS (inkl. Cys76): CQL
3 C76R Cys76Arg c.226 T>C tgt > cgt 304 T>C Kalimo et al, Brain Pathol 2002
und Markus et al, Neurology 2002
3 C76W Cys76Trp c.228 T>G tgt > tgg 306 T>G Opherk et al, Brain 2004
3 Q77_ GIn77 _ c.231_248del 309_326del Opherk et al, Brain 2004
C82del Cys82del (deduzierte mégl. (deduzierte mégl. | Anm: Deletion 18 bp, 6 AS (incl. Cys82):
Variante: Variante: QLEDPC
c.229_246del) 307_324del)
3 D80 _ Asp80_ c.239_253del 317_331del Dichgans et al, Eur J Hum Genet 2000
S84del Ser84del (deduzierte mogl. (deduzierte mégl. | Anm: Deletion 15 bp, 5 AS (incl. Cys82):
Variante: Variante: DPCHS
¢.237_251del) 316_330del)
3 C87R Cys87Arg c.259 T>C tgt > cgt 337 T>C Opherk et al, Brain 2004
3 Cc87Y Cys87Tyr c.260 G>A tgt > tat 338 G>A Opherk et al, Brain 2004
3 A88_ Ala88_ c.263_274 341_352 Mazzei et al, Neurology 2004
G91del Gly91del (deduzierte mégl. (deduzierte mégl. | Anm:
Variante: Variante: Deletion 12 bp, 4 AS (Zystein-aussparend):
C.262_273del) 340_351del) AGRG
3 R90C Arg90Cys c.268 C>T cgt > tgt 346 C>T Joutel et al, Lancet 1997
3 Ca3Y Cys93Tyr c.278 G>A tgc > tac 356 G>A Kalimo et al, Brain Pathol 2002
3 C93F Cys93Phe c.278 G>T tgc > ttc 356 G>T Dichgans et al, Eur J Hum Genet 2000
3 C93dup Cys93dup c.279insTGC 357insTGC Mazzei et al, JNNP 2008
=¢.277_279dup =355_357dup Anm: Erste beschriebene Insertion
(Insertion von TGC an der Position ¢.279,
fuhrt auf AS-Ebene zu einer Insertion eines
Zysteins (Cys94) unmittelbar benachbart zum
Zysteinrest an der Position p.93)
3 C106W Cys106Trp c.318 C>G tgc > tgg 396 C>G Opherk et al, Brain 2004
3 C108R Cys108Arg c.322 T>C tgc > cgc 400 T>C Wang et al, Zhongua Yi Xue Za Zhi 2004
3 C108S Cys108Ser c.322 T>A tgc >agc 400 T>A Rufa et al, Stroke 2007
(deduzierte mogl. (deduzierte mogl.
Variante: Variante:
c.323G>C) (tgc > tce) 401 G>C)
3 c108Y Cys108Tyr c.323 G>A tgc > tac 401 G>A Opherk et al, Brain 2004
3 C108W Cys108Trp c.324 C>G tgc > tgg 402 C>G Rojas-Marcos, Hum Genet 2004
3 R110C Arg110Cys c.328 C>T cgt > tgt 406 C>T Joutel et al, Lancet 1997
Intron G114- Gly114_ c.341-2A>G Joutel et al, Neurology 2000
3 P120del Pro120del Anm: Splice-site-Mutation (A>G Transition an
der 3'-Spleilakzeptorstelle von Exon 4,
resultiert in einer “in frame”- Deletion von 7
AA (incl. Cys117): GPDCSLP
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4 C117R Cys117Arg c.349 T>C tgc > cgc 427 T>C Wang et al, JNNP 2010
4 C117F Cys117Phe c350G>T tgc > ttc 428 G>T Dichgans et al, Neurology 1999
4 C117Y Cys117Tyr c.350 G>A tgc > tac 428 G>A Ampuero et al, Journal Alzheimer's Disease
2009
4 S118C Ser118Cys c.353 C>G tcc > tge 431 C>G Soong et al, Hum Genet 2005
4 C123Y Cys123Tyr c.368 G>A tgc > tac 446 G>A Escary et al, Hum Mutat 2000
4 C123F Cys123Phe c.368 G>T tgc > ttc 446 G>T Dichgans et al, Eur J Hum Genet 2000
4 C128P Cys128Pro c.381_385del 381_385del Dotti et al, Arch Neurol 2004
fs X32 fs X32 Anm:
Frame-shift Deletion:
Deletion von 5 bp (c.381_385 del TTGTG),
fuhrt zu einem frame-shift von AS 128-158
und einem Stop-Codon (tga = X) an der AS-
Position 159 (neue deduzierte AS-Sequenz:
PRCPLLSGARWTLPLLL
PTWLPGPQLPKRRG X)
4 C128G Cys128Gly c.382 T>G tgt > ggt 460 T>G Coto et al, Eur J Neurol 2006
Anm: de novo-Mutation
4 Cc128Y Cys128Tyr c.383 G>A tgt > tat 461 G>A Kalimo et al, Brain Pathol 2002
4 C128F Cys128Phe c.383 G>T tgt > ttt 461 G>T Lab Leiden (Niederlande) / LOVD (Leiden
Open Variation Database)
4 G131C Gly131Cys c.391G>T ggt > tgt 469 G>T Ungaro et al, Hum Genet 2008
4 R133C Arg133Cys c.397 C>T cgc > tge 475 C>T Joutel et al, Lancet 1997
Anm: Auch als homozygot vorkommende
Mutation beschrieben (Tuominen et al, Stroke
2001)
4 C134W Cys134Trp c.402 C>G tgc > tgg 480 C>G Joutel et al, Lancet 1997
4 R141C Arg141Cys c.421 C>T cgc > tge 499 C>T Joutel et al, Lancet 1997
4 F142C Phe142Cys c425T>G ttc > tgc 503 T>G Kalimo et al, Brain Pathol 2002
4 C144Y Cys144Tyr c.431 G>A tgc > tac 509 G>A Dichgans et al, Eur J Hum Genet 2000
4 C144s Cys144Ser c431G>C tgc > tcc 509 G>C Dichgans et al, Eur J Hum Genet 2000
4 C144F Cys144Phe c.431 G>T tgc > ttc 509 G>T Grigg et al, Hum Mutat 2000
4 S145C Ser145Cys c.434 C>G tcc > tge 512 C>G Opherk et al, Brain 2004
4 C146R Cys146Arg c.436 T>C tgc > cgc 514 T>C Joutel et al, Lancet 1997
4 C146Y Cys146Tyr c.437 G>A tgc > tac 515 G>A Malandrini et al, Neurology 2002
4 C146F Cys146Phe c437 G>T tgc > tic 515 G>T Joutel et al, Lancet 1997
4 G149C Gly149Cys c.445 G>T ggc > tgc 523 G>T Opherk et al, Brain 2004
4 Y150C Tyr150Cys c.449 A>G tac > tgc 527 A>G Dichgans et al, Eur J Hum Genet 2000
4 Q151E GIn151Glu c.451C>G cag > gag 529 C>G Ampuero et al, Journal of Alzheimer's
Disease 2009
Anm: Zystein-aussparend
4 R153C Arg153Cys c.457 C>T cgc > tge 535 C>T Joutel et al, Lancet 1997
4 R153_ Arg153_ c.459_467del 537_545del Dichgans et al, Eur J Hum Genet 2000
C155del Cys155del (deduzierte 4 (deduzierte 4 Anm:
zusatzlich mégl. zusatzlich mégl. Deletion 9 bp, 3 AS (incl. Cys155): RSC
Varianten: Varianten:
c.455_463del 533_541del
c.456_464del 534_542del
c.457_465del 535_543del
c.458_466del) 536_544del)
4 C155S Cys155Ser c.463 T>A tgc > age 541 T>A Opherk et al, Brain 2004
C155S Cys155Ser c.464 G>C tgc > tcc 542 G>C Ampuero et al, Journal of Alzheimer's
Disease 2009
4 C155Y Cys155Tyr c.464 G>A tgc > tac 542 G>A LOVD (Leiden Open Variation Database)
4 C162S Cys162Ser c.484 T>A tgc > age 562 T>A Escary et al, Hum Mutat 2000
4 Cc162W Cys162Trp c.486 C>G tgc > tgg 564 C>G Lesnik Oberstein et al, Neurology 2001
4 C162R Cys162Arg c.484 T>C tgc > cgc 562 T>C Andreadou et al, Swiss Med Wkly 2008
Anm: Detektion von Prof. A. Rolfs (Universitét
Rostock)
4 R169C Arg169Cys c.505 C>T cgce > tge 583 C>T Joutel et al, Nature 1996
4 G171C Gly171Cys c.511 G>T ggt > tgt 589 G>T Joutel et al, Lancet 1997
4 C174S Cys174Ser c.520 T>A tgc > age 598 T>A publiziert bei Tikka et al, Brain 2009
4 C174R Cys174Arg c.520 T>C tgc > cgc 598 T>C Santa et al, J Neurol Sci 2003
4 C174Y Cys174Tyr c.521 G>A tgc > tac 599 G>A Dichgans et al, Neurology 1999
4 C174F Cys17 Phe c.521 G>T tgc > ttc 599 G>T Kotorii et al, Dement Geriatr Cogn Disord
2001
4 S180C Ser180Cys c.539 C>G tcc > tgc 617 C>G Escary et al, Hum Mutat 2000
4 F181C Phe181Cys c.542 T>G ttc > tgc 620 T>G Granild-Jensen et al, Developmental Medicine
& Child Neurology, 2009
Anm: 11-jhriger Patient!
4 R182C Arg182Cys c.544 C>T cgc > tge 622 C>T Joutel et al,Nature 1996
Anm: auch als de novo-Mutation beschrieben
(Joutel et al, Ann Neurol 2000)
4 C183R Cys183Arg c.547 T>C tgc > cgc 625 T>C Dichgans et al, Neurology 1999
4 C183S Cys183Ser c.547 T>A tgc > agc 625 T>A Dichgans et al, Eur J Hum Genet 2000
4 C183F Cys183Phe c.548 G>T tgc > tic 626 G>T Opherk et al, Brain 2004
4 C185R Cys185Arg ¢c.553 T>C tgt > cgt 631 T>C Joutel et al, Lancet 1997
4 C185G Cys185Gly c.553 T>G tgt > ggt 631 T>G Joutel et al, Lancet 1997
4 Y189C Tyr189Cys c.566 A>G tac > tgc 644 A>G Lesnik Oberstein et al, Neurology 2003
4 C194S Cys194Ser c.580 T>A tgt > agt 658 T>A Markus et al, Neurology 2002
4 C194R Cys194Arg c.580 T>C tgt > cgt 658 T>C Kalimo et al, Brain Pathol 2002
4 C194Y Cys194Tyr c.581 G>A tgt > tat 659 G>A Escary et al, Hum Mutat 2000
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4 C194F Cys194Phe c.581 G>T tgt > ttt 659 G>T Dichgans et al, Eur J Hum Genet 2000
4 C201R Cys201Arg c.601 T>C tgt > cgt 679 T>C Uyguner et al, J Neurol Sci 2006
4 C201Y Cys201Tyr c.602 G>A tgt > tat 680 G>A Opherk et al, Brain 2004
4 C206R Cys206Arg c.616 T>C tgc > cgc 694 T>C Matsumoto et al, Rinsho Shinkeigaku 2005
4 Cc206Y Cys206Tyr c.616 T>C tgc > cge 694 T>C Cocho et al, Neurologia 2011
C206Y Cys206Tyr c.617 G>A tgc > tac 695 G>A Escary et al, Hum Mutat 2000
4 R207C Arg207Cys c.619 C>T cgt > tgt 697 C>T Oberstein et al, Neurology 1999
4 C212S Cys212Ser c.634 T>A tgc > agc 712 T>A Joutel et al, Lancet 1997
4 R213K Arg213Lys c.638 G>A agg > aag 716 G>A Kotorii et al, Dement Geriatr Cogn Disord
2000
Anm: Zystein-aussparend
4 Y220C Tyr220Cys c.659 A>G tac > tgc 737 A>G Rojas-Marcos et al, Hum Genet 2007
4 C222G Cys222Gly c.664 T>G tgt > ggt 742 T>G Joutel et al, Lancet 1997
4 C222Y Cys222Tyr c.665 G>A tgt > tat 743 G>A Meeks et al, Stroke 1999
4 C222S Cys222Ser c.665 G>C tgt > tct 743 G>C Wang et al, JNNP 2010
4 C224Y Cys224Tyr c.671 G>A tgt > tat 749 G>A Joutel et al, Lancet 1997
5 C233S Cys233Ser c.697 T>A tgt > agt 775 T>A Joutel et al, Lancet 1997
5 C233R Cys233Arg c.697 T>C tgt > cgt 775 T>C Adib-Samii et al, Stroke 2010
5 C233Y Cys233Tyr c.698 G>A tgt > tat 776 G>A Opherk et al, Brain 2004
5 C233W Cys233Trp c.699 T>G tgt > tgg 777 T>G Lesnik Oberstein, Neurology 2003
5 V237M Val237Met c.709 G>A gtg > atg 787 G>A Uchino et al, Ann NY Acad Sci 2002
Anm: Zystein-aussparend
5 D239_ Asp239_ c.714_758del 792_836del Dichgans et al, Neurology 2001
D253del Asp253del (deduzierte 2 (deduzierte 2 Anm:
zusatzlich mogl. zusatzlich mogl. Deletion 45 bp,15 AS (incl. 3 Cys: C240,
Varianten: Varianten: C245, C251):
¢.715_759del 793_837del DCPGHRCLNG GTCVD
c.716_760del) 794_838del)
5 C240S Cys240Ser c.719G>C tgt > tct 797 G>C Opherk et al, Brain 2004
5 C2458 Cys245Ser c.733 T>A tgt > agt 811 T>A Razvi et al, JNNP 2005
5 C245R Cys245Arg c.733 T>C tgt > cgt 811 T>C Opherk et al, Brain 2004
5 C251S Cys251Ser c.751 T>A tgc > agc 829 T>A Lesnik Oberstein et al, Neurology 2003
5 C251R Cys251Arg c.751 T>C tgc > cgc 829 T>C Kalimo et al, Brain Pathol 2002
und Markus et al, Neurology 2002
5 C251G Cys251Gly c.751 T>G tgc > ggc 829 T>G Vikelis et al, Swiss Med Wkly 2007
5 C251Y Cys251Tyr c.752 G>A tgc > tac 830 G>A Mykkénen et al, Stroke 2009
Anm: Mutation gefunden bei monozygoten
Zwillingen mit CADASIL
5 Y258C Tyr258Cys c.773 A>G tat > tgt 851 A>G Joutel et al, Lancet 1997
5 C260Y Cys260Tyr c.779 G>A tgc > tac 857 G>A Opherk et al, Brain 2004
6 C271F Cys271Phe c.812G>T tgc > ttc 890 G>T Au et al, Clinica Chimica Acta 2007
6 G296C Gly296Cys c.886 G>T ggt > tgt 964 G>T Garcia-Estevez et al, Rev Neurol 2010
6 S299C Ser299Cys c.895 A>T agc > tge 973 A>T Golomb et al, Neurology 2004
Anm: 14-jahriges Madchen mit fehlender
Familienanamnese fur CADASIL
6 A319C Ala 319Cys c.955_956 cce > tge 1033_1034 Opherk et al, Brain 2004
delinsTG delins TG Anm: delins/ Deletionsinsertion (bendtigt 2
Nukleotid-Substitutionen)
(= c.955_956 (=1033_1034
GC>TG GC>TG
=¢.955 G>T plus =1033 G>T plus
c.966 C>G) 1034 C>G)
6 R332C Arg332Cys c.994 C>T cgc > tge 1072 C>T Oliveri et al, Arch Neurol 2001
6 S335C Ser335Cys c.1004 C>G tect > tgt 1082 C>G Opherk et al, Brain 2004
6 Y337C Tyr337Cys c.1010 A>G tac > tgc 1088 A>G Lesnik Oberstein, Neurology 2003
6 C338R Cys338Arg c.1012 T>C tgt > cgt 1090 T>C Dotti et al, JNNP 2005
7 C366W Cys366Trp c.1098 T>G tgt > tgg 1186 T>G Pradotto et al, J Neurol Sci 2008
7 C379S Cys379Ser c.1136 G>C tgt > tct 1214 G>C Opherk et al, Brain 2004
7 G382C Gly382Cys c.1144 G>T ggc > tge 1222 G>T Lesnik Oberstein et al, Neurology 2003
7 C388Y Cys388Tyr c.1163 G>A tgt > tat 1241 G>A Ishida et al, Intern Med 2006
7 C395R Cys395Arg c.1183 T>C tgc > cgc 1261 T>C Opherk et al, Brain 2004
7 S396C Ser396Cys c.1187 C>G tct > tgt 1265 C>G Mazzuco et al, Eur Neurol 2009
8 G420C Gly420Cys c.1258 G>T ggt > tgt 1336 G>T Joutel et al, Lancet 2001
8 R421C Arg421Cys c.1261 C>T cgt > tgt 1339 C>T Opherk et al, Brain 2004
8 R427C Arg427Cys c.1279 C>T cgc > tge 1357 C>T Adib-Samii et al, Stroke 2010
8 C428R Cys428Arg c.1282 T>C tgt > cgt 1360 T>C Dotti et al, JNNP 2005
8 C428Y Cys428Tyr c.1283 G>A tgt > tat 1361 G>A Opherk et al, Brain 2004
8 C428S Cys428Ser c.1283 G>C tgt > tct 1361 G>C Joutel et al, Lancet 2001
8 E434_ Glu434_ ¢.1300_1308 dup 1378-1386 dup publiziert bei Tikka et al, Brain 2009
L436dup Leu 436dup Anm: Erste beschriebene Duplikation
(Duplikation von 3 AS incl. Cys435: ECL)
8 C435R Cys435Arg c.1303 T>C tgt > cgt 1381 T>C Lesnik Oberstein et al, Neurology 2003
Anm: Auch beschrieben bei einem 8-jahrigen
Kind vietnamesischer Abstammung in Kanada
(Hartley et al, J Chil Neurol 2010)
8 C440s Cys440Ser c.1318 T>A tgc > age 1396 T>A Federico et al, Neurol Sci 2005
8 C440G Cys440Gly c.1318 T>G tgc > ggc 1396 T>G Kalimo et al, Brain Pathol 2002
und Markus et al, Neurology 2002
8 C440R Cys440Arg c.1318 T>C tgc > cgc 1396 T>C Opherk et al, Brain 2004
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8 C446S Cys446Ser c.1337 G>C tgc > tcc 1415 G>C Opherk et al, Brain 2004
8 C446F Cys446Phe c.1337 G>T tgc > tic 1415 G>T Lesnik Oberstein et al, Neurology 2001
8 R449C Arg449Cys c.1345 C>T cgc > tgc 1423 C>T Thomas et al, Ann NY Acad Sci 2000
8 C455R Cys455Arg c.1363 T>C tgt > cgt 1441 T7>C Arboleda-Velasquez et al, Neurology 2002
8 C457S Cys457Ser c.1370 G>C tgt > tet 1448 G>C Adib-Samii et al, Stroke 2010
9 Y465C Tyr465Cys c.1394 A>G tat > tgt 1472 A>G Lesnik Oberstein, Neurology 2003
9 C484G Cys484Gly c.1450 T>G tgc > ggc 1528 T>G Lab Leiden (Niederlande) / LOVD (Leiden
Open Variation Database)
9 C484Y Cys484Tyr c.1451 G>A tgc > tac 1529 G>A Opherk et al, Brain 2004
9 C484F Cys484Phe c.1451 G>T tgc > ttc 1529 G>T Peters et al, Arch Neurol 2005
9 C495Y Cys495Tyr c.1484 G>A tgc > tac 1562 G>A Opherk et al, Brain 2004
10 C511R Cys511Arg c.1531 T>C tgc > cgc 1609 T>C Opherk et al, Brain 2004
10 C511Y Cys511Tyr c.1532 G>A tgc > tac 1610 G>A Bianchi et al, Hum Genet 2005
10 G528C Gly528Cys c.1582 G>T ggc > tgc 1660 G>T Dotti et al, JNNP 2005
10 C531S Cys531Ser c.1592 G>C tgc > tcc 1670 G>C Mazzei et al, Hum Genet 2007 (p.295)
10 R532C Arg532Cys c.1594 C>T cgc > tge 1672 C>T Bianchi et al, Hum Genet 2007 (p.558)
11 C542Y Cys542Tyr c.1625 G>A tgt > tat 1703 G>A Joutel et al, Nature 1996
11 R544C Arg544Cys c.1630 C>T cgc > tge 1708 C>T Oberstein et al, Neurology 1999
11 C549R Cys549Arg c.1645 T>C tgc > cgc 1723 T>C Lesnik Oberstein et al, Neurology 2003
11 C549Y Cys549Tyr c.1646 G>A tgc > tac 1724 G>A Opherk et al, Brain 2004
11 R558C Arg558Cys c.1672 C>T cgc > tge 1750 C>T Joutel et al, Nature 1996
11 C568Y Cys568Tyr c.1703 G>A tgt > tat 1781 G>A Ferreira et al, Hum Genet 2007 (p649)
11 Y574C Tyr574Cys c.1721 A>G tac > tgc 1799 A>G Mazzei et al, Hum Genet 2007 (p296)
11 T577A Thr577Ala c.1729 A>G aca > gca 1807 A>G Ferreira et al, Hum Genet 2007 (p651-652)
Anm: Zystein-aussparend
1M1 R578C Arg578Cys c.1732 C>T cgc > tge 1810 C>T Joutel et al, Nature 1996
Anm: Auch als homozygote Mutation
beschrieben (Liem et al, J Neurol 2008)
11 R587C Arg587Cys c.1759 C>T cgc > tge 1837 C>T Kim et al, Mutat Res 2006
11 C591R Cys591Arg c1771 T>C tgc > cgc 1847 T>C LOVD (Leiden Open Variation Database), ein-
gereicht von Perez-Tur J. (Valencia/Spanien)
11 R592C Arg592Cys c. 1774 C>T cgc > tge 1852 C>T Adib-Samii et al, Stroke 2010
11 R607C Arg607Cys c.1819 C>T cgc > tge 1897 C>T Escary et al, Hum Mutat 2000
12 R640C Arg640Cys c.1918 C>T cgc > tge 1996 C>T Lab Leiden, NL / LOVD (Leiden Open
Variation Database)
13 G667C Gly667Cys c. 1999 G>T ggc > tge 2077 G>T Lab Leiden, NL / LOVD (Leiden Open
Variation Database)
14 R728C Arg728Cys c.2182 C>T cgc > tgc 2260 C>T Joutel et al, Lancet 1997
15 C775S Cys775Ser c.2324 G>C tgc > tcc 2402 G>C Peters et al, Arch Neurol 2005
Intron P805_ Pro805_ c.2411-1G>T Saiki et al, Neurology 2006
15 N856del Asn856del Anm: Splice site-Mutation (G>T Transition an
der 3°-SpleiRakzeptorstelle von Intron 15,
fuhrt gemalk mRNA-Analysen zu einem
Skipping von Exon 16 incl. 8 Zysteinresten in
entsprechenden EGFR: Die deletierte AS-
Sequenz umfasst 1 Cys von EGFR 20, alle 6
Cys von EGFR 21 und 1 Cys von EGFR 22).
18 G953C Gly953Cys c.2857 G>T ggc > tgc 2935 G>T Kalimo et al, Brain Pathol 2002
und Markus et al, Neurology 2002
18 Co778 Cys977Ser €.2929 T>A tgc > agc 3007 T>A Lee et al,J Neurol Sci 2006
18 S978R Ser978Arg c.2932 A>C agce > cgce 3010 A>C Ferreira et al, Hum Genet 2007 (p649-650)
Anm: Zystein-aussparend
18 F984C Phe984Cys c.2951 T>G ttc > tgc 3029 T>G Escary et al, Hum Mutat 2000
18 R985C Arg985Cys c.2953 C>T cgce > tge 3031 C>T Joutel et al, Lancet 1997
18 C988Y Cys988Tyr c.2963 G>A tgc > tac 3041 G>A Kim et al, Mutat Res 2006
18 C997G Cys997Gly c.2989 T>G tgc > ggc 3067 T>G Ungaro et al, Hum Genet 2008
19 C1004Y Cys1004Tyr | c.3011 G>A tgc > tac 3089 G>A Guerrot et al, Am J Kidney Dis 2008
19 R1006C Arg1006Cys | c.3016 C>T cgc > tge 3094 C>T Joutel et al, Lancet 1997
19 G1013C Gly1013Cys | ¢.3037 G>T ggt > tgt 3115 G>T Mazzucco et al, Eur Neurol 2009
19 C1015R Cys1015Arg | ¢.3043 T>C tgc > cgc 3121 T7>C Oberstein et al, Neurology 1999
19 A1020P Ala1020Pro c.3058 G>C gcc > cce 3136 G>C Scheid et al, Neurology 2008
Anm: Zystein-aussparend
19 Y1021C Tyr1021Cys | c.3062 A>G tat > tgt 3140 A>G Meeks et al, Stroke 1999
19 W1028C Trp1028Cys | c.3084 G>T tgg > tgt 3162 G>T Viana-Babtista et al, Cerebrovasc Dis 2007
19 R1031C Arg1031Cys | c.3091 C>T cgc > tge 3169 C>T Joutel et al, Lancet 1997
20 G1058C Gly1058Cys | ¢.3172 G>T ggt > tgt 3250 G>T Kalimo et al, Brain Pathol 2002
20 D1063C Asp1063Cys | c.3187_3188 gat > tgt 3265_3266 Joutel et al, Lancet 2001
delinsTG delinsTG Anm: delins/ Deletionsinsertion (benétigt 2
Nukleotid-Substitutionen)
(=c.3187_3188 (=3265_3266
GA>TG GA>TG
=c. 3187 G>T plus =3265 G>T plus
c.3188 A>G) 3266 A>G)
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20 Y1069C Tyr1069Cys | c.3206 A>G tac > tgc 3284 A>G Mykké&nen K (unpublizierte Daten von 2007);
publiziert bei Tikka et al, Brain 2009
20 R1076C Arg1076Cys | c.3226 C>T cgt > tgt 3304 C>T Lesnik Oberstein et al, Neurology 2001
20 T1098S Thr1098Ser c.3292 A>T acc > tcc 3370 A>T Wang et al, JNNP 2010
Anm: Zystein-aussparend
20 C1099Y Cys1099Tyr | ¢.3296 G>A tgc > tac 3374 G>A Ferreira et al, Hum Genet 2007 (p649)
21 C1131W Cys1131Trp | ¢.3393 C>G tgc > tgg 3471 C>G Pescini et al, J Neurol Sci 2008
22 R1231C Arg1231Cys | c.3691 C>T cgt > tgt 3769 C>T Joutel et al, Lancet 1997
23 C1261R Cys1261Arg | ¢.3781 T>C tgc > cgc 3859 T>C Joutel et al, Nature 1996
23 C1261Y Cys1261Tyr | c.3782 G>A tgc > tac 3860 G>A Opherk et al, Brain 2004
24 C1315Y Cys1315Tyr | c.3944 G>A tgc > tac 4022 G>A Valenti et al, J Neurol 2011
25 L1515P Leu1515Pro | c.4544 T>C ctc > ccc 4622 T>C Fouillade et al, Hum Mutat 2008
Anm: NICHT-CADASIL-assoziierte Mutation
NICHT- (resultiert in einer anderen, zerebralen ,small-
CADASIL vessel disese”); lokalisiert in der
! Heterodimerisations-Domane, flihrt auf
molekularer Ebene zu einem Liganden-
unabhéangig erhéhten Notch-Signalling.
26 A1608T Ala1608Thr c.4822 G>A gct > act 4900 G>A Joutel et al, Nature 1996
Anm: Formal Zystein-aussparend!
Die Mutation lokalisiert sich in der
hochkonservierten cdc10-repeat-Doméane
(entspricht Ankyrin-Repeats innerhalb der
intrazellularen Doméne, auferhalb der EGFR
1), interessanterweise scheint der Trager
dieser Mutation einen normalen CAD ASIL-
Phanotyp aufzuweisen, da Joutel et al keine
Differenz zum Phé&notyp von klassischen,
EGFR-affizierenden Mutationen fanden.

Beachte farbliche Markierungen:
Hellblau unterlegt sind
Grun markiert sind
Blau markiert sind
Rot markiert sind

Abk: Aminosauren

Mutationshotspots (mind. > 10-20 Patienten mit der Mutation beschrieben)

Deletionen

Spezielle Mutationen (splice-site-, de novo-Mutationen etc.)

Zystein-aussparende Mutationen

Nukleotide:

AS = Aminosaure (im internationalen Drei- bzw. Ein-Buchstaben-Aminosauren-
Code wiedergegeben), z.B. Cys bzw. C = Zystein.
A oder a = Adenin, C oder c = Cytosin, G oder g = Guanin, T oder t = Thymin

Tab. 4. In dieser Arbeit gefundene Zystein-aussparende sowie prototypische,

Zystein-Anzahl alterierende Mutationen:

Exon | Aminosaure- Nukleotid-Veranderung (c.DNA) Patienten und Referenzen
Austausch Nukleotidpositions-Angabe (Ref: Erstbeschreibung/-publikation
-nach A -nach B der Mutation)
(s.0./Tab. 3) (s.0./Tab. 3)

Gefundene ZYSTEIN-AUSSPARENDE MUTATIONEN im SIFAP-Kollektiv:

25 L1547V | Leu1547Val | c.4639 C>G ctg > gtg 4715 C>G Patient 01 P 0052,
Zentrum Graz

33 P2074L | Pro2074Leu | c.6221 C>T ccg > ctg 6297 C>T Patient 17 P 1295,
Zentrum Lyon

33 P2178S | Pro2178Ser | ¢.6532 C>T cct > tet 6608 C>T Patient 32 P 2629,
Zentrum Regensburg

Gefundene ZYSTEIN-INVOLVIERENDE MUTATIONEN in eigener Kohorte mit prototypischem CADASIL-Phanotyp:

4 R133C Arg133Cys c.397 C>T cgc > tge 473 C>T Patient H.R., geb. 03.06.1960
Ref:
Joutel et al, Lancet 1997

4 R141C Arg141Cys c.421 C>T cgc > tge 497 C>T Patient M.R., geb. 18.07.1967
Ref:
Joutel et al, Lancet 1997

4 R169C Arg169Cys c.505 C>T cgc > tge 581 C>T Patient S.0., geb. 22.03.1963
Ref:
Joutel et al, Nature 1996

5 Cc262Y Cys262Tyr c.785 G>A tgc > tac 861 G>A Patient G.C., geb. 26.05.1954
Ref:
NEUE, bisher nicht bekannte/
publizierte Mutation
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1. Mutationen im humanen Notch3-Gen sind fur die autosomal dominante vererbte
Erkrankung CADASIL (,Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy with subcortical

Infarcts and Leucoencephalopathy“) verantwortlich.

2. Die bislang bekannten kausativen Mutationen fuhren auf Proteinebene beinahe
ausnahmelos zu einer ungeraden Anzahl der Aminoséure Zystein in einem der 34 EGFR
(EGF-like repeat)-Motive des Notchrezeptors und lokalisieren sich in den EGFR-
kodierenden Exons 2-24 des Notch3-Gens.

3. Gegenstand dieser Arbeit war eine molekulargenetische Notch3-Mutationssuche in
einem gréReren Kollektiv von jungen Patienten unter 55 Jahren mit einem Schlaganfall
jeder méglichen Atiologie. Hierzu erfolgte eine Komplettsequenzierung aller kodierenden
Exonbereiche des Notch3-Gens von 154 Patienten, die aus der sog. SIFAP (stroke in

young fabry patients)-Studie rekrutiert wurden.

4. Klassische CADASIL-Mutationen, die die Zystein-Anzahl in einem EGFR alterieren,
konnten in o.g. Kohorte nicht nachgewiesen werden. Dies legt nahe, dass in einer
unselektionierten Population von jungen Patienten mit Schlaganfall die Pravalenz von

klassischen Mutationen sehr gering sein diirfte.

5. Im klinischen Alltag kann dementsprechend und unter Bericksichtigung von Aufwand
und Kosten zumindest derzeit kein routinemafliges Mutationsscreening des gesamten
Notch3-Gens bei jedem jlingeren Schlaganfallpatienten empfohlen werden. Ein solches
sollte von zusatzlichen anamnestisch-klinischen und/oder neuroradiologischen

Verdachtsmomenten fir eine CADASIL-Erkrankung geleitet werden.

6. In der vorliegenden Arbeit lieRen sich in 0.g. Kohorte von jungen Schlaganfallpatienten
insgesamt 3 sog. Zystein-aussparende Mutationen nachweisen (1. Mutation in Exon 25:
€.4639 C>G, p.L1547V; 2. Mutation in Exon 33: c.6221 C>T, p.P2074L; 3. Mutation in
Exon 33: ¢.6532 C>T, p.P2178S). Sie folgen auf Proteinebene nicht dem Paradigma von
klassischen CADASIL-Mutationen, die zu einer Veranderung der Zysteinanzahl in einem
bestimmten EGFR des extrazelluldren Notch3-Rezeptors fihren und liegen
daruberhinaus aufRerhalb der EGFR-kodierenden Exons 2-24.

7. Die Mutationen konnten in einer Kontrollgruppe, die jeweils ca. 500 Kontrollindividuen
ohne Schlaganfall bzw. 1000 Kontrollallele umfasste, sowie in internationalen Mutations-/
Polymorphismus-Datenbanken nicht gefunden werden. Die Sequenzverdnderungen
wurden von uns deshalb zunachst als ,Mutationen unklarer bzw. mdglicher klinischer

Signifikanz* klassifiziert.
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Ein bei den 3 betroffenen Patienten durchgefiihrter Versuch einer Genotyp-Phanotyp-
Analyse konnte darauf hinweisen, dass diese Mutationen mit einem von uns als
»atypisch“ bezeichneten Phanotyp einhergehen, der sich vom klassischen CADASIL-

Phanotyp unterscheidet.

Elemente dieses Phéanotyps kdnnten sein: 1) mit Ausnahme von zerebrovaskuldren
Ereignissen inkomplette Ausbildung der CADASIL-Hauptmanifestationen 2) eher milderer
Verlauf 3) nur geringe zerebrale Marklagerverdnderungen/,white matter lesions® bzw.
geringer ausgepragte Leukenzephalopathie ohne Beteiligung der anterioren
Temporalpole (Zeichen, das in der zerebralen MR-Bildgebung fir die klassische
CADASIL-Erkrankung sehr charakteristisch ist).

Eine Segregation dieses ,atypischen® Phanotyps mit den gefundenen Zystein-
aussparenden Mutationen und damit auch ein neues Krankheitsbild im Sinne von
,<atypischen CADASIL-Varianten® lassen sich in dieser Arbeit allerdings nicht beweisen.
Eine Recherche hinsichtlich der in der Literatur vorbeschriebenen Zystein-aussparenden
Mutationen unterstiitzt zwar nicht die Vereinheitlichung eines durch diese Mutationen
bedingten Phanotyps, deutet aber auf eine Haufung von assoziierten ,atypischen”
CADASIL-Verlaufen bzw. ,atypischen CADASIL-Varianten®.

. ,Atypische CADASIL-Varianten“ kénnten sich auf3ern in einem Spektrum von einzelnen

oder wenig kombinierten Elementen der bekannten Hauptmanifestationen von CADASIL,
einem tendenziell eher milderen Verlauf und haufigeren Spéatmanifestationen. Die
assoziierte Leukenzephalopathie mag sowohl sehr mild wie auch sehr stark ausgepragt
sein, wobei in der MR-Bildgebung der anteriore Temporalpol offensichtlich nicht beteiligt
erscheint. Granulares osmiophiles Material (GOM), dessen elektronenenmikroskopischer
Nachweis in (Haut-) Gefalen als pathognomonisch fiir die klassische CADASIL-

Erkrankung angesehen wird, liegt bei diesen Varianten offensichtlich nicht immer vor.

Die insgesamt heterogen erscheinende und vereinfacht unter ,atypisch®
zusammengefasste Phanotyp-Gruppe mag mdglicherweise auch die Heterogenitat der
Zystein-aussparenden  Mutationen in  Bezug auf ihre pathophysiologischen

Konsequenzen widerspiegeln, die bislang nicht gezielt untersucht worden sind.

In einer von uns zusammengestellten, von der SIFAP-Studie unabhangigen
Vergleichsgruppe von CADASIL-Patienten mit einem klassischen Phénotyp konnte eine
neue, bislang nicht publizierte Notch3-Mutation im Exon 5 (c.785 G>A, p. C262Y)

nachgewiesen werden.
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