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Abstrakt

Onemocnéni CADASIL je autozomalné dominanté dédi¢né onemocnéni s pozdnim néastupem,
jehoz ptic¢inou jsou mutace v genu NOTCHS3. Tento gen patii do konzervované genové rodiny
notch. Geny notch koéduji transmembranové receptory, které se ti¢astni Notch signalni drahy,
¢imz ovliviyji vyvoj organismu. Onemocnéni CADASIL se projevuje poSkozenim malych a
stiednich arterii, nejvice zasazené jsou mozkové artérie. Prvni symptomy onemocnéni se pro-
jevuji ve stfednim véku a hlavnimi znaky jsou migrény s aurou, opakujici se mrtvice, kogni-
tivni poruchy a demence. Pfi¢inou onemocnéni jsou pfevazné missense mutace meénici pocet
konzervovanych cysteinovych zbytkti v EGF-like repeticich proteinu Notch3. Tato prace je
zaméfend na molekularné genetickou podstatu onemocnéni CADASIL, popisuje kauzalni
mutace a porovnava hypotézy o patogennim mechanismu mutaci. Penetrance onemocnéni
neni zatim objasnéna, ale v této praci jsou shrnuty dosavadni poznatky o vztahu mezi genoty-
jak mezi rodinami, tak i mezi pfislusniky jedné rodiny. Je zdokumentovan rozdil v pribéhu
onemocnéni mezi muzi a zenami i vliv environmentalnich faktord. V praci jsou navic popsa-
né i nejcastéjsi diagnostické techniky spolu s jejich senzitivitou a specifitou a jsou sepsané

nazory na optimalizaci diagnostickych protokold.

Klicova slova: CADASIL, NOTCH3, EGF-like domény, muta¢ni analyza, autozomalng

dominantni dédi¢nost, notch



Abstract

CADASIL is a hereditary late-onset disease which is caused by a mutation in NOTCH3 gene.
This gene belongs to the notch gene family that is conserved among Metazoa. The notch
genes code transmembrane receptors which play role in Notch signal pathway during organ-
ism development. CADASIL is characterized by the impairing of small and medium vessels,
especially cerebral arteries. The first symptoms appear in the middle age and the main symp-
toms are migraines with aura, recurrent strokes, cognitive impairment and dementia.
The causes of this disease are mostly missense mutations altering the number of conserved
cysteine residues in EGF-like domains of Notch3 protein. This thesis is focused on molecular
genetic basis of CADASIL disease, it describes causative mutations and compares hypothesis
about pathogenic mechanism of mutations. The penetration of the disease is not clarified yet
but the thesis summarizes all current findings about genotype-phenotype correlations which
can help to elucidate it. The phenotype differs between families and also between members
of the same family. There is described the difference between men and women and the envi-
ronmental influence too. There are also characterized the most common diagnostic techniques
with their sensitivity and specificity in this thesis. In addition, the opinions to optimize the

diagnostic protocols are interpreted as well.

Keywords: CADASIL, NOTCH3, EGF-like domains, mutational analysis, autoso-

mal dominant heredity



Seznam pouZitych zkratek:

ANK doména ankyrin domain ankyrinova doména

ADAM A disintegrin and metalloprotease  disintegrin A a metaloproteaza

CADASIL Cerebral Autosomal Dominant mozkova autozomalné dédi¢na
Arteriopathy with Subcortical angiopatie se subkortikalnimi
Infarcts and Leukoencephalopathy infarkty a leukoencefalopatii

cDNA complementary DNA komplementarni DNA

DNA deoxyribonucleic acid deoxyribonukleova kyselina

DSL Delta/Serrate/LAG-2 Delta/Serrate/LAG-2

EGF epidermal growth factor epidermalni rustovy faktor

E(spl) Enhancer of Split

GOM granular osmiophilic material granularni osmiofilni material

HERP HES-Related Repressor Protein represor piibuzny proteinu HES

HES hairy/Enhancer of split

HGMD The Human Gene Mutation Databaze mutaci v lidskych genech
Database

LNR Lin12/Notch repetition Lin12/Notch repetice

LOVD Leiden Open Varation Database Leidenska oteviena databaze

variaci

MMTV mouse mammary tumor virus mysi virus nadoru mlécné Zlazy

MRI magnetic resonance imaging magneticka rezonance

NADH reduced nicotinamide adenin redukovany nikotinamid adenin
dinucleotide dinukleotid

OMIM Online Mendelian Inheritance databaze obsahujici informace
in Man o vSech znamych mendelovsky

dédi¢nych onemocnéni

PEST doména domain rich in proline, glutamic doména bohata na prolin,
acid, serine and threonine glutamovou kyselinu, serin a
threonin
RAM RBP/Jk association module doména asociovana

s transkripénim faktorem RBP/Jx

RBP-Jk recombination signal binding protein vazajici rekombinacni
protein for immunoglobulin signal pro oblast kappa J
kappa J region imunoglobulinu

TACE tumor necrosis factor a faktor nadorové nekrozy a
converting enzyme konvertujici enzym

TAD transactivation domain transaktivacni doména

TIA transient ischemic attack tranzitorni ischemicka ataka
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1 Uvod

Nazev CADASIL je akronymem pro anglicky nazev Cerebral Autosomal Dominant Arterio-
pathy with Subcortical Infarcts and Leukoencephalopathy, tedy v piekladu pro mozkovou autozomal-
né¢ dominantné¢ dédi¢nou angiopatii se subkortikalnimi infarkty a leukoencefalopatii (Tournier-
Lasserve et al., 1993). Nazev vystihuje hlavni charakteristiky tohoto onemocnéni, tedy poskozeni cév
spojené se subkortikalnimi infarkty a poskozenim bilé hmoty mozkové.

Tato nemoc byla poprvé popsana doktorem Van Bogaertem roku 1955 pfi studiu dvou sester
nemocnych tzv. ,,subkortikalni encefalopatii Binswangerova typu s rychlym pribéhem (Van Bogaert,
1955, cit. dle Ruchoux & Maurage, 1997). Prvni symptomy onemocnéni se objevily az ve stiednich
letech a projevovalo se demenci, poruchami chiize, pseudobulbarni obrnou (centralni poruchou poly-
kani nebo vyslovovani), zachvaty a fokalnim neurologickym deficitem (pii kterém existuje poskozeni
v mozkovém centru pro urcitou funkcei, a tim dochazi k patologickému projevu). Poté roku 1977 dok-
tofi Sourander a Walinder u §védské rodiny a zaroven doktor Stevens u anglické rodiny popsali auto-
somalné dédicné neuropsychiatrické onemocnéni s pozdnim nastupem a progresivnim priabéhem
(Sourander & Walinder, 1977; Stevens, Hewlett & Brownell, 1977). Zjistili, ze dochazi k poskozeni
zejména malych artérii mozku. Postizeni trpéli t€Zkou demenci, mozkovymi ptihodami a zavaznym
progresivnim poskozenim mozku. Onemocnéni se projevovalo u muzi i Zen, trvalo okolo 10 let a
koncilo smrti. Roku 1991 byly na zakladé analyzy Sirokého rodokmenu francouzské rodiny poprvé
prokazany zmény na mozku pomoci magnetické rezonance a pocitatové tomografie (Tournier-
Lasserve et al., 1991). Dnes pouZivany nazev CADASIL (OMIM #125310) ziskalo onemocnéni roku
1993 od tymu vedeného doktorkou Tournier-Lasserve (Tournier-Lasserve et al., 1993).

Tento tym také provedl prvni mapovani lokusu pro CADASIL pomoci vazebné studie u dvou
nepiibuznych rodin. Poloha lokusu byla uréena na 19. chromozém mezi markery D19S221 a D19S222
bez znamek heterogenity. Pozd¢ji byly provedeny dalsi vazebné analyzy pro upfesnéni lokace lokusu.
Po vazebné analyze 15 neptibuznych rodin byl lokus pro CADASIL urcen na 2cM interval mezi mar-
kery D19S226 a D19S199 (Ducros et al., 1996). Nakonec byl lokus zmapovan az na interval 1 cM
ohrani¢eny markery D19S253 a D19S929 (Joutel et al., 1996; Joutel & Corpechot, 1997). Velikost
kritické oblasti byla uréena na 800 kb. V této oblasti bylo identifikovano 12 novych genti v¢etné orto-
logu mysiho genu notch3 patiiciho do genové rodiny notch. K potvrzeni, ze mutace pravé v genu
NOTCH3 jsou zodpovédné za vznik onemocnéni CADASIL, bylo pouzito metody jednovlaknovych
konformacnich polymorfismt. Byly hledany bodové mutace ve 14 exonech cDNA genu NOTCH3
U pacientt S diagnostikovanym onemocnénim CADASIL i u zdravych jedinct jako kontrol. Bylo nale-
zeno 11 konformacnich variant v sedmi exonech. Deset z nich bylo pozorovano pouze u souboru paci-
entll. To vedlo k dal$imu zkoumani mutaci tohoto genu. Byly identifikovany dalsi bodové mutace.

Vyrazné pievazovaly jednonukleotidové zamény ovliviiujici pocet cysteinovych zbytkl



v translatovaném proteinu. Tyto studie byly prvopocatkem vyuzivani genetickych vysetfeni pii pode-
zieni na onemocnéni CADASIL.

Ptesna prevalence onemocnéni CADASIL neni zatim znama, ale zda se, Ze pacientd s timto
onemocnénim neni tak malo, jako by se podle povédomi vefejnosti o tomto onemocnéni mohlo zdat.
V roce 1996 méla laboratof doktorky Joutelové (INSERM a Univerzita Paris Diderot, Francie)
v evidenci pfes 120 rodin (Joutel & Corpechot, 1997). Roku 2004 bylo onemocnéni CADASIL identi-
fikovano u vice jak 500 rodin po celém svété (Kalaria, Viitanen & Kalimo, 2004). Na zapadé Skotska
(Razvi, 2005) byla k roku 2005 uréena minimalni prevalence 1,98/100 000 dospélych. Realny vyskyt
nosicl mutace v genu NOTCHS3 vedouci k onemocnéni CADASIL je ale nejspise vyssi. To mize byt
gnostikovano. Zjisténa prevalence v zapadnim Skotsku muiize byt jesté ovlivnéna tim, Ze pravé Vv této
oblasti je vysoky vyskyt béznych cerebrovaskularnich onemocnéni a roztrousené sklerdzy, proto je
mozné, ze dochazi k zaménéni diagnozy a i symptomaticti pacienti nejsou nahlaseni jako CADASIL
pacienti. Kromé téchto duvodu piispiva k obtiznému ur¢eni prevalence také fakt, ze dochazi ke spora-
dickému vyskytu de novo mutaci vedoucich k onemocnéni CADASIL (Joutel, 2000). Podle portalu
orpha.net [online], [cit. 2014-05-06], zaméfen¢ho na vzacna onemocnéni, je celosvétova prevalence
onemocnéni CADASIL 1-9/1 000 000, v Evropé¢ pak 1/50 000 — 1/25 000.

Cilem mé prace je shrnout a utfidit dosavadni poznatky o onemocnéni CADASIL s dirazem
na molekularné genetickou podstatu tohoto onemocnéni, a piispét tak ke zlepSeni diagnostiky i

k rozsifeni povédomi o této nemoci.



2 Genova rodina notch

2.1 Obecna struktura receptori Notch

Gen kodujici Notch receptor byl poprvé objeven a popsan roku 1919 u Drosophily melanogas-
ter (Artavanis-Tsakonas, 1999, review). Notch-like proteiny byly dale identifikovany a popsany i
u Caenorhabditis elegans, jezovek a mnoha obratlovetl véetné ¢lovéka. Signalizace pomoci protein
Notch je evoluéné konzervovanym mechanismem, jehoz funkci u Metazoa je kontrolovat diferenciaci
bungk prosttednictvim mistnich bunéénych interakci. U vSech zvitecich modeltt mutace v receptorech
kodovanych genem notch zpisobuji vyvojové abnormality a patologie. Signalizace pies receptor
Notch je tedy dulezitym mechanismem vyvoje, fidi osud bunék, a tim vytvaii cely organismus.

Gen notch objeveny u Drosophily koduje 300kDa transmembranovy receptor, ktery jednou
prochazi bunéénou membranou (Zweifel & Barrick, 2001, review; Artavanis-Tsakonas, 1999, review;
Barrick & Kopan, 2006, review; Kopan & llagan, 2009, review). Vsechny objevené geny notch a je-
jich proteiny maji velmi podobnou konzervovanou strukturu (obr. ¢. 1).

Receptor je slozen z extracelularni, transmembranové a intracelularni domény. Extracelularni
doména obsahuje 29 - 36 tandemovych repetic podobnych epidermalnimu rastovému faktoru (EGF-
like repetice). V kazdé EGF-like repetici se nachazeji velmi konzervované cysteiny tvofici vnitini
disulfidické mustky (Campbell & Bork, 1993, cit. dle Joutel, 1996) (obr. ¢. 2). EGF-like repetice se
ucastni interakce s ligandy receptoru Notch (Zweifel & Barrick, 2001, review; Artavanis-Tsakonas,
1999, review; Barrick & Kopan, 2006, review; Kopan & llagan, 2009, review). V extracelularni do-
méné se dale nachazi i 3 na cysteiny bohaté repetice oznacované zkratkou LNR (Lin12/Notch repeti-
ce). Transmembranova neboli heterodimeriza¢ni doména nekovalentné spojuje vnéjsi a vnitini domé-
nu receptoru do heterodimeru. V intracelularni doméné se vyskytuje 6 — 7 tandemovych ankyrinovych
neboli cdcl0 repetic, RAM, transaktivacni a PEST doména a pouze u Drosophily doména bohata
na glutamin. Ankyrinové repetice a RAM doména jsou zasadni pro signalizaci. Transaktivacni doména
ma funkci pii vazbé dalSich modulator signalizace a sousedi s PEST doménou, coz je doména bohata
na aminokyseliny prolin, glutamin, serin a threonin a nese signal pro degradaci intracelularni domény

receptoru Notch. Tim reguluje jeji stabilitu.
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Obr. ¢&. 1: Konzervovana struktura receptoru Notch a jeho ligandd. Ligandy Delta a Jagged/Serrate se skladaji z DSL oblasti,
odpovédné za interakci s receptorem Notch, a z nékolika EGF-like repetic. Ligand Jagged/Serrate navic obsahuje extracelu-
larni oblast bohatou na cysteiny. Receptor Notch obsahuje EGF-like repetice, na cysteiny bohatou oblast oznacenou jako
Lin12 repetice, heterodimerizaéni doménu zodpovédnou za vytvoreni heterodimeru nekovalentnim spojenim extra- a intrace-
lularni domény. Intracelularni doména se skladd z RAM domény, ucastnici se interakce s transkripénim faktorem RBP-Jx,
ankyrinovych repetic, transaktivacni domény TAD a PEST domény. PM je oznaeni plasmatické membrany. Pfevzato

od Fitza & Arias, 2007.



Obr. ¢. 2: Piedpokladana struktura jedné EGF-like repetice. Kolecka znazortiuji jednotlivé aminokyselinové zbytky. Cystei-
nové zbytky jsou vyplnény ¢isly a mezi nimi jsou znazornény 3 disulfidické mistky. Jednotlivé EGF-like repetice se mohou

lisit v po¢tu aminokyselinovych zbytktl v B smy¢ce. Prevzato od Appella et al., 1988.

Studie proteinu Notch Drosophily provadéna na principu deleci ¢asti proteinu ujasnila funkci
jednotlivych ¢asti tohoto proteinu (Rebay, Fehon & Artavanis-Tsakonas, 1993). Studie prokazala, Ze
delece celého extracelularniho tseku, ktery je zodpovédny za interakci mezi proteinem a ligandem,
vede Kk aktivovani intracelularni ¢asti proteinu Notch. Navic bylo zjisténo, Ze velka delece extracelu-
larni domény je nezbytna k aktivaci tohoto proteinu. Oba tyto vysledky vedou k tvrzeni, ze pro aktiva-
ci proteinu je tfeba oddé€leni (tedy in vivo odstépeni) extracelularni domény. Pii delecich riznych
EGF-like repetic se ovéfilo, Ze ke spravné funkci proteinu Notch in vivo jsou potieba vSechny EGF-
like repetice — bud’ pro vazbu ligandu nebo jeji regulaci ¢i pro obé tyto funkce najednou. Pti odstrané-
ni intracelularni sekvence vSak doSlo ke ztraté funkce proteinu. Tato delece se projevila ja-
ko dominantni negativni mutace. Z toho je tedy mozné odvodit, Ze tato doména je nezbytna k funkci
proteinu. Navic se ukazalo, ze ankyrinové repetice jsou zasadni pro funkci proteinu Notch uvniti bun-
ky. Tento vysledek podporuje i srovnani homologi genu notch — ankyrinové repetice jsou nejvice
konzervovanou oblasti intracelularni domény proteinu Notch.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze struktury receptoru Notch funguji jako u vétSiny ostatnich re-
ceptorti na povrchu buiiky - intracelularni doména slouzi pro pfenos signalu a extracelularni doména
vaze ligand, popfipadé bez navazaného ligandu slouzi jako inhibitor aktivity receptoru (Mumm &
Kopan, 2000).



2.2 Posttranslacni Stépeni proteinu Notch a nasledna signalizace

2.2.1 Posttranslacni upravy

Na ptikladu mysiho proteinu Notchl bude vysvétlen proces posttranslacni upravy proteint
Notch obratlovet. Ackoliv se velikosti podjednotek i celého proteinu mezi riznymi proteiny Notch
lisi, princip a enzymy zastavaji stejné.

Receptor Notchl vznika jako prekurzorovy protein o velikosti 300 kDa (Logeat et al., 1998).
Na povrchu buiiky se v§ak receptor vyskytuje ve formée heterodimeru o velikosti podjednotek 120 kDa
a 200 kDa. Prekurzor je konstitutivné §tépen v trans Golgi siti pomoci furinu podobné konvertazy.
Toto Sté€peni je oznacovano zkratkou S1. Bez tohoto $t€peni neni receptor schopny dostat se na povrch

bunky.

2.2.2 Signalizace pomoci odstépeni intracelularni domény

Receptor Notch pienasi signal z bunéEného povrchu do jadra diky regulované intramembrano-
vé proteolyze, tedy diky regulovanému uvolnéni intracelularni domény (obr. ¢. 3) (Brou et al., 2000).

Po navazani ligandu umisténého na povrchu sousedni buriky se na receptoru odhali extracelu-
larni misto rozpoznavajici metaloproteazu, navaze se disintegrin metaloprotedza TACE a dojde k ex-
tracelularnimu $tépeni ozna¢ované zkratkou S2. Tim se oddéli extracelularni doména. Dale nasleduje
jesté tieti $tépeni nazyvané y-sekretaza-dependentni $tépeni (Opherk et al., 2009, review; Fitiza &
Arias, 2007, review). Toto $tépeni V transmembranové doméné, oznaCované zkratkou S3, uvoliiuje
intracelularni doménu. Ta poté putuje do jadra a tam reguluje genovou expresi tim, Ze interaguje
S transkripénimi faktory, naptiklad s transkripénim faktorem RBP-Jk. Nékteré studie navic identifiko-
valy 1 S4 Stépeni intracelularni domény probihajici piisobenim y-sekretdzy a katalytické ¢inidla pre-
sinilinu (Okochi et al., 2002; Chandu, Huppert & Kopan, 2006).

Komplex intracelularni domény a transkripéniho faktoru RBP-Jx aktivuje expresi cilovych
genll Notch signalizace (Iso et al., 2003, review). Cilovymi geny jsou u savci geny rodin HES a
HERP a u Drosophily geny rodiny E(spl). Tyto geny funguji jako transkripcni represory, a ovliviuji

tak tkanovée specifické transkripcni faktory.
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Obr. &. 3: Signalni draha proteinu Notch. Stépeni S1 probihé v trans Golgi siti furinu podobnou konvertazou. Po navazani
ligandu (Delta) nasleduje Stépeni S2 pomoci enzymu disintegrin metaloprotedza TACE. Poté dochazi k y-sekretdza-
dependentnimu $tépeni S3. Na obrazku je znazornéno i §tépeni S4, na kterém by se méla podilet y-sekretaza. Po téchto Stépe-
ni dojde k uvolnéni intracelularni domény (NICD), ta putuje do jadra, kde ovliviiuje transkripéni aktivitu riznych gent.

Pievzato od Fiuza & Arias, 2007.
2.3 Ligandy vazajici se na protein Notch

2.3.1 Ligandy

Ligandy, které se vazi na receptor Notch a aktivuji ho, patii do DSL rodiny proteint (Fitza &
Arias, 2007, review). Nazev této rodiny je odvozen od nazvu ligandd u bezobratlych — Delta, Serrate a
LAG-2. Ligandy jsou strukturné¢ podobné receptorim Notch — jsou to transmembranové molekuly a
maji n¢kolik EGF-like repetic v extracelularnich doménach (obr. ¢. 1). Navic obsahuji DSL doménu,
ktera je potfebna pro interakci s EGF-like repeticemi receptoru Notch. U Drosophily byl nalezen pou-
ze jeden ligand Delta a jeden Serrate. U savcd bylo vSak gent koédujicich ligandy pro receptor Notch
nalezeno vice. Napriklad u mysi a ¢lovéka byly nalezeny 3 Delta-like proteiny (Deltal, 3 a 4) a dva
homology ligandu Serrate (Jaggedl a 2). Jagged]l a Jagged?2 jsou delsi nez Delta-like proteiny, protoze
obsahuji vice EGF-like repetic. Navic Jaggedl a Jagged2 maji oblast bohatou na cysteiny.
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2.4 Savci geny notch

U savcu byly identifikovany geny notchl, notch2, notch3 a notch4 (Weinmaster, 1997,
review). Proteiny Notch1 a Notch2 obsahuji 36 tandemové fazenych EGF-like repetic, Notch3 a Notch
4 se skladaji z 34 a 29 EGF-like repetic. Hlavnim rozdilem mezi jednotlivymi sav¢imi proteiny Notch
je pocet aminokyselin mezi ankyrinovymi repeticemi a PEST doménou. To zpasobuje odlisnosti
ve velikosti intracelularni domény.

Gen notchl je exprimovan v mnoha tkanich u embryi i dospélych savet (Swiatek et al., 1994;
Conlon, Reaume & Rossant, 1995). Mimo jiné tidi pocateéni diferenciaci bunék ze spole¢ného lym-
foidniho progenitoru bun¢k kostni diené a nejspise ma také svoji tilohu v pozdéjsich stadiich lymfoid-
ni diferenciace (Pui et al., 1999). Pfedpoklada se, Ze tento gen ma obdobnou tlohu i u lidi, jelikoZ pii
translokaci chromozomu v misté tohoto genu dochazi k aktivaci T buné¢né akutni lymfoblastické leu-
kémie (Ellisen et al., 1991; Weng et al., 2004). Gen notch2 se exprimuje v mozku a hladina exprese
zustava téméf stejna jak pii embryonalnim vyvoji, tak i v dospélosti. Postnatalné se vice exprimuje
ve slezing. Vysoka exprese tohoto genu byla také popsana ve formujicim se i zralém choroidalnim
1996). V embryonalnim vyvoji se u mysi exprimuje pouze v endotelialnich bunikach (Gallahan &
Callahan, 1997). Tato exprese pietrvava i u dospélych. U ¢lovéka gen NOTCH4 je kromé endotelial-
nich bunék exprimovan také v buitkdch myokardu, plic, kosterni svaloviny, pankreatu, jater, ledvin a
placenty (Li et al., 1998). Na rozdil od ostatnich lidskych gentt NOTCH bylo zjisténo, Zze gen NOTCH4

neni exprimovan v mozku dospélého cloveka.



3 Gen NOTCH3
Lidsky gen NOTCHS3 lezZi na kratkém raménku 19. chromozomu. Obsahuje 33 exont kodujici

protein slozeny z 2321 aminokyselin (Joutel et al., 1996). Protein obsahuje domény typické pro celou
rodinu gend notch. Sklada se z 34 EGF-like repetic, 3 na cysteiny bohaté repetice a 6 tandemovych
ankyrinovych repetic. Gen NOTCHS3 je u dospé€lého clovéka exprimovan prevazné v buiikach hladké
svaloviny stény cév (Joutel et al., 2000), ale i v lymfocytech v periferni krvi a fibroblastech (Maio,
Formichi & Radi, 2012), u dospé€lych mysi byl transkript genu notch3 navic objeven i v thymocytech
(Felli et al., 1999). Prekurzor lidského proteinu Notch3 ma velikost okolo 280 kDa (Joutel et al.,
2000). Po sestiihu v cévach vznikaji fragmenty o velikosti 210 kDa (extracelularni doména) a 97 kDa
(intracelularni doména). Mutace v tomto genu zptsobuji nejen onemocnéni CADASIL, ale i velmi
vzacné onemocnéni nazvané détska myofibromatoza (OMIM #615293) (Martignetti et al., 2013). Ac-
koliv jde o vzacné onemocnéni, je to nejéastéjsi pticina vzniku fibromatézniho tumoru u déti. Je moz-
na i spojitost mutaci v genu NOTCHS3 s dal$imi onemocnénimi — napt. kolorektalnim karcinomem

(Smith et al., 2013).

3.1 Vliv genu NOTCH3 na vyvoj a integritu cév

Pfi experimentech na mySich se zjistilo, Ze mysi gen notch3 je potfeba u dospélych mysi
k vytvoreni strukturni a funkéni integrity malych a stfedné velikych distalnich a mozkovych artérii
(Domenga & Fardoux, 2004; Chantemele, 2008). U Cerstvé narozenych mysi nebyly pozorovany roz-
ze ihned po narozeni neni vyvoj cév jesté zcela dokonéen. Velky rozdil ale nastal 28. den po narozeni
— artérie ziskavaly svoji finalni strukturu. Tento proces byl u mysi s deletovanym genem notch3 tézce
naru$eny. Mutované buiky hladké svaloviny malych a stfedné velikych distalnich mozkovych cév
nevytvotily spravny tvar, nezaujaly spravnou orientaci a ani umisténi ve stfedni vrstvé cévni stény
(tunica media) a okolo lumen. Navic tyto butiky tvofily shluky, které nebyly spravné orientované oko-
lo lumen. Z této studie vyplyva, Ze postnatalni maturace bunék hladké svaloviny malych a stiedné
velikych distalnich a mozkovych cév, ktera dava cévam konecny tvar, je pod vlivem genu notch3.
Naopak u velkych tepen, jako napiiklad krkavic, nebyl pozorovan signifikantni rozdil mezi mySmi
divokého typu a mySmi s deletovanym genem notch3. Z toho bylo odvozeno, Zze nepfitomnost genu
notch3 selektivné zhorsuje funkci pouze malych a stfednich arterii.

Dalsi zjisténou zménou mysich malych i stiednich artérii s deletovanym genem notch3 byla
zména charakteru téchto cév z arterialniho na venodzni. Bylo to prokazano jak histologickym vySetie-
nim s vyuzitim arterialnich markerd, tak méfenim myogenniho tonu v cévach. Myogenni tonus je cha-
rakteristicky pouze pro buiiky hladké svaloviny artérii. U mysi s deletovanym genem notch3 byl pozo-
rovan snizeny myogenni tonus v malych a stfednich distalnich a mozkovych artériich. Tudiz

Vv nepiitomnosti genu notch3 v hladké svalovingé cév malych a stfedné velikych cév dochazi ke ztraté



arterialniho charakteru na strukturni i funk¢ni rovni. To potvrzuje i studie na embryich Dania pruho-
vaného (Lawson et al., 2001). | tato ryba exprimuje gen notch3 a bylo prokazano, ze je u néj tento gen
zodpovédny za diferenciaci cév v artérie a vény. Pfi inhibici Notch signalni drahy poklesla arterialni
exprese genu notch3 i arterialniho markeru ephrin-B2.

Nasledné byl zkouman mechanismus, kterym dochazi u mysi K poklesu myogenniho tonu
v mutovanych cévach (Domenga & Fardoux, 2004; Chantemele, 2008). Ukazalo se, ze u mysi
s deletovanym genem notch3 dochazi k signifikantnimu poklesu aktivity proteinu RhoA, i kdyz jeho
mnozstvi v bunikach zistava stejné jako u mysi divokého typu. Potvrdilo se, ze RhoA/Rho kinazova
draha, ktera je aktivovana zvysenim krevniho tlaku, je modulovana proteinem Notch3. Toto tvrzeni
podporuje i hypotéza, ze protein Notch3 je klicovym receptorem v signalni draze pienosu myogenniho
tonu do kontrakce. To 1ze povazovat za jeden z prvnich dikazi, ze gen notch3 kontroluje prosttednic-
tvim RhoA/Rho kinazové signalni drahy schopnost cév reagovat na mechanické faktory a zménu tlaku

a proudu krve.
3.2 Mutace vedouci k onemocnéni CADASIL

3.2.1 Casté mutace

V prvnich studiich mutaci lidského genu NOTCH3 u 58 nepfibuznych pacientt
s diagnostikovanym onemocnénim CADASIL byly mutace hledany ve vybranych 14 exonech tohoto
genu, jejichz sousedici intronové sekvence byly znamé (Joutel et al., 1996). U 14 pacientl bylo obje-
veno 10 missense mutaci, které nebyly nalezeny u zdravych kontrol. 9 z téchto mutaci bylo v EGF-like
repeticich - 2 z nich pozménovaly cysteinové zbytky, 6 dalSich vedlo k nahrazeni konzervovaného
aminokyselinového zbytku jinym cysteinovym zbytkem a jedna nahradila vysoce konzervovany glycin
alaninem. Desata mutace byla lokalizovana ve vysoce konzervované oblasti cdc10 repetic.

V souladu se studii doktorky Joutelové z roku 1996 jsou i vysledky jeji dalsi studie z roku
1997 (Joutel, Vahedi & Corpechot, 1997). Skrinink celé kodujici sekvence genu NOTCH3 prokazal
u 45 z50 pacientl s diagnostikovanym onemocnénim CADASIL heterozygotni mutace, pii kterych
doslo k velmi stereotypnim zaménam v EGF-like repeticich (obr. ¢. 4). Bud’ to byly mutace vedouci
k zaméné€ aminokyseliny cysteinovym zbytkem, nebo k vyméné konzervovaného cysteinu jinou ami-
nokyselinou. Navic bylo objeveno, ze 3 pacienti z téchto 45 meli kromé mutace ménici pocet cysteini
jesté jednu missense mutaci ménici aminokyselinu v EGF-like repeticich nebo v ankyrinovych repeti-
cich. Dve z nich segregovaly v piibuzenstvu pacienta s fenotypem onemocnéni CADASIL, jedna ale
ne, nejspise tedy nebude mit vliv na fenotyp onemocnéni CADASIL. Ani cysteinové zamény, ani tyto
tii mutace nebyly nalezeny ve velkém souboru zdravych jedinct. U zbyvajicich péti pacientl, u kte-
rych nebyla nalezena mutace, mohlo dojit k selhani metody — nemusela byt dostatecné senzitivni, nebo

mohli mit mutaci v nekodujici oblasti ¢i mohlo dojit k prestavbam genu NOTCH3.
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V této studii byla objevena oblast silného shlukovani mutaci v 5’ kodujici oblasti genu.
32 pacientii mélo mutaci v exonu 3 nebo 4, které koduji prvnich pét EGF-like repetic. Pii porovnani
s ostatnimi lidskymi geny NOTCH se ukazalo, Ze tato oblast genu je mnohem méné¢ konzervovana
(Joutel, Vahedi & Corpechot, 1997; Donahue & Kosik, 2004). Téchto 5 EGF-like repetic se lisi mezi
ortology genu notch3. Nejvice mutaci bylo nalezeno v EGF- like repeticich 3 a 4 (Joutel, Vahedi &
Corpechot, 1997). Tyto EGF-like repetice byly proto oznaeny jako tzv. mutaéni hotspots, tedy mista
castgjSiho vyskytu mutaci. I skrinink genu 120 pacientt prokazal, ze nej¢astéjSim mistem mutace jsou
EGF-like repetice 3 a 4 - 24,2 % mutaci bylo nalezeno v repetici 3 a 32,5 % v repetici 4 (Peters &
Opherk, 2005).

V dalsi studii doktorky Joutelové bylo zjisténo, ze EGF-like repetice 10-11 jsou potiebné
pro navazani ligandu Jaggedl a naslednou signalizaci indukovanou ligandem (Joutel et al. 2004). Byl
ptipraven konstrukt genu NOTCH3 podle divokého typu, ale s deletovanymi EGF-like repeticemi 10 —
11. Z tohoto genu translatovany protein byl spravné sestiizen a vytvofil fragmenty o velikosti 210 a 97
kDa. Tyto fragmenty se dostaly na povrch bunky v poctu relativné stejném jako fragmenty nemutova-
ného genu. Ale mutované receptory nenavazaly ligand Jaggedl. V téchto buiikach pak ani nedoslo
k aktivaci transkripéniho faktoru RBP/Jx.

EGFRepeats Notch/lin12 TM cdc10
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Obr. ¢. 4: Schéma proteinu Notch3 a znazornéni nalezenych mutaci. Protein Notch3 obsahuje 34 EGF-like repetic, tfi
Notch/Lin12 repetice, transmembranovou doménu (TM) a 6 cdcl0 (ankyrinovych) repetic. Spodni obrazek zobrazuje 33
exond a umisténi nalezenych mutaci. Opakovani mutaci je uvedeno vice body. (C = cystein, G = glycin, R = arginin, S =

serin, W = tryptofan, Y = tyrosin). Pievzato od Joutel et al., 1997.

To, ze EGF-like repetice 10-11 jsou potieba pro navazani ligandu, bylo prokazano i ve studii
doktora Peterse (Peters, Opherk & Zacherle, 2004). Nejdtive byl, stejné jako ve studii doktorky Joute-

lové z roku 2004 (viz vyse), proveden experiment s receptorem Notch3 s deletovanou oblasti EGF-like
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repetic 10-11 a ligandem Jaggedl. Dale byly otestovany 3 rozsifené mutace zpusobujici onemocnéni
CADASIL — jedna v EGF-like repetici 4, druha v EGF-like repetici 5 a treti v EGF-like repetici 11.
VSechny tfi mutované proteiny byly exprimované na povrch buiiky v podobném poctu jako nemuto-
vany receptor, prvni dvé mutace vykazovaly ligandem indukovanou aktivaci podobnou jako u proteinu
Notch3 divokého typu. Ale protein s mutaci v EGF-like repetici 11 vibec nevazal ligand Jaggedl, a
tim nedochazelo k aktivaci ligandem indukované transkripcni aktivity RBP/Jx. Z téchto dvou studii
vyplyva, Zze EGF-like repetice 10 a 11 zastavaji v lidském proteinu Notch3 roli domény vazajici li-
gand.

Nasledné byly vytvofeny konstrukty s pfirozené¢ se vyskytujicimi mutacemi zpusobujicimi
onemocnéni CADASIL — dva konstrukty s riznou mutaci v EGF-like repeticich 2 a 5, které jsou urce-
né jako mista s vys$$i pravdépodobnosti vyskytu mutaci, jedna v doméné vazajici ligand, tedy v EGF-
like repetici 10, a dvé v dalsich EGF-like repeticich — 13 a 26 (Joutel, Monet & Domenga, 2004). Pou-
ze mutace v EGF-like repeticich 10 a 13 vykazaly signifikantni snizeni v Jaggedl-indukované aktivité
transkrip¢niho faktoru RBP/Jk. Ostatni mutace projevovaly normalni aktivitu srovnatelnou s aktivitou
proteinu divokého typu. Pti bliz§im zkoumani proteind s mutaci v EGF-like repeticich 10 a 13 se uka-
zalo, Ze jsou spravné sestfizené, jsou na bunééném povrchu, ale protein s mutaci v EGF-like repetici
13 tam je ptitomen V signifikantné mens$im mnozstvi. Pfi pokusech s navazanim ligandu Jaggedl re-
ceptor s touto mutaci navazal ligand stejné jako receptor divokého typu, ale receptor s mutaci v EGF-

like repetici 10 ligand nenavézal.

3.2.2 Vzacné mutace

Kromé téchto mutaci, které zastupuji naprostou vétSinu mutaci zpusobujici onemocnéni
CADASIL, bylo zvetejnéno nékolik studii o vzacnéjsich mutacich. Naptiklad v exonu 24, ktery kodu-
je EGF-like repetici 33, byla objevena zatim jedina mutace (Valenti et al., 2011). Tato mutace
p.C1315Y méni pocet cysteinovych zbytki, ale pacienti nevykazuji zcela typické znaky onemocnéni
CADASIL. Neobjevila se u nich mrtvice ani migréna. Dalsi zfidka se vyskytujici mutace jsou mutace
vznikajici de novo. Poprvé byla takova mutace popsana roku 2000 (Joutel, 2000). Dalsi takovou muta-
ci popsal doktor Pradotto (Pradotto et al., 2012). Pacientovi byla nalezena nova mutace p.R680C
v genu NOTCHS3, ackoliv se V jeho rodiné zadné neurologické choroby nevyskytovaly. Nutno pozna-
menat, Ze u tohoto pacienta byl i priibéh onemocnéni CADASIL velmi atypicky. Onemocnéni se pro-
jevilo az v Sesté dekad¢ zivota pacienta a jako prvni projev bylo popsano primarni intracerebralni kr-
vaceni, které ale nepatii mezi typické znaky onemocnéni CADASIL. Dalsimu pacientovi bylo dia-
gnostikovano onemocnéni CADASIL v 82 letech ackoliv primérny vek doziti tohoto onemocnéni je
okolo 60. roku (Pescini et al., 2008). Byla u n¢j objevena zaménna mutace p.C1131W v exonu 21,
i kdyz v jeho rodiné nebyly dosud popsany zadné neurologické problémy. Tato mutace byla nalezena i

U pacientova Syna a byla to prvni objevend mutace ve 21. exonu.
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Dale byla objevena i mutace typu delece vintronu 3 (c.341-26_24delAAC), ktera vedla
k onemocnéni CADASIL (Bianchi et al., 2013). Tato mutace byla nalezena i u 1 asymptomatického a
dvou postiZzenych ptibuznych, ale chybéla u vSech nepostizenych rodinnych piislusnikti i 120 kontrol-
nich zdravych jedinct. Mutace vede k nevystfizeni intronu, jeho translaci a vytvoreni 25 aminokyselin
navic v€etné jednoho cysteinu. Jiné zmény v kodujici oblasti nebo v sestiihovych mistech nebyly
u téchto pacientll nalezeny, tudiz autofi predpokladaji, ze se jedna o kauzalni patogenni mutaci.
Popsany byly i malé delece v kddujici oblasti vedouci ke ztraté né€kolika aminokyselin véetné jednoho
cysteinového zbytku — p.D80_S84del a p.R153_C155del (Dichgans et al., 2000).

Byli popsani i 2 pacienti s nonsense mutacemi, které vedou K vytvoreni pfed¢asného stop ko-
donu (Rutten et al., 2013). U prvniho pacienta s nonsense mutaci p.R103* se objevila jen ¢ast znakt
typickych pro CADASIL — pacient trpél migrénami a aurou, na magnetické rezonanci bylo pozorova-
no nékolik infarktti a dal$i neuropatie. Biopsie kuze, ktera je jednou z diagnostickych metod, vsak byla
negativni na zménu struktury cévni stény a lozisek granularniho osmiofilniho materiadlu. U paciento-
vych rodicii a sourozenct se nevyskytovaly zadné neurologické problémy. Jeden pacienttiv sourozenec
podstoupil testovani na tuto mutaci. Vysledek byl pozitivni, ale v padesati letech byl muz stéle
bez jakychkoliv problémt. Druhy pacient fenotypové odpovidal diagndéze onemocnéni CADASIL.
Pti genetické analyze byla objevena jak mutace ménici pocet cysteinti na jedné alele, tak i1 velka intra-
genova posunova delece exontt 3 — 16 na alele druhé. Pacient totiz zdédil prvni mutaci od matky
a deleci od otce. Ac¢koliv si otec stézoval na psychiatrické problémy, netrpél mrtvicemi ani demenci a
jeho kozni biopsie byla negativni. Z téchto vysledkl se da predpokladat, Ze alely s pfedcasné vloze-
nym stop kodonem nevedou k onemocnéni CADASIL.

Kromé typickych heterozygotnich mutaci bylo popsano i nékolik pacienti homozygotnich
pro mutaci spojenou s onemocnénim CADASIL. Prvniho pacienta nesouciho mutaci p.R133C homo-
zygotn€ postihla prvni mrtvice jiz ve veéku 28 let, coz je diive nez u heterozygotnich pacienti nesou-
cich stejnou mutaci (Tuominen et al., 2001). I jeho dalsi symptomy byly vaznéjsi nez u pacientl ne-
souci stejnou mutaci heterozygotné. Avsak pacientiiv star$i syn, ktery je nositelem stejné mutace ale
pouze heterozygotné, mél velmi podobny prubéh onemocnéni. Proto z této studie nelze soudit, zda
onemocnéni probiha u homozygotii v patogenni mutaci zavazné&ji nebo ne. Dal§i homozygotni paci-
entka byla nositelkou mutace p.R578C (Liem et al., 2008). U této pacientky byly projevy onemocnéni
Vv 65 letech pouze lehké a velmi podobné projeviim jejiho bratra se stejnou, ale heterozygotni mutaci.
Sice méla horsi vysledky na magnetické rezonanci vic¢i svému bratru, ale v porovnani s ostatnimi pa-
cienty jejiho véku byly tyto vysledky brany jako mirngjsi.

Vyse popsané mutace se vzdy nachazely v exonech, které koduji extracelularni ¢ast proteinu.
Avsak v roce 2008 byla nalezena mutace v exonu 25 p.L1515P, ktery nekoduje EGF-like repetice, ale
vysoce konzervovanou oblast zajiSt'ujici vytvoreni heterodimeru Vv transmembranové ¢asti proteinu,

a tim vznik fungujiciho receptoru (Fouillade et al., 2008). Mutace ale neméni pocet cysteinti a okolo
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pacientovych cév nebyl nalezen granularni osmiofilni material ani akumulace proteinu Notch3, coz
jsou vyznamné diagnostické znaky tohoto onemocnéni. Navic tato mutace aktivuje kanonickou signal-
ni drahu receptoru Notch3, coz u zZadné jiné mutace nebylo nalezeno. I pfes tyto zdsadni odliSnosti,
pacientka s touto mutaci i jeji matka trpély neurologickymi problémy shodujicimi se s projevy one-
mocnéni CADASIL.

3.2.4 Mutace zveiejnéné v internetovych databazich HGMD a LOVD

Do dnesni doby bylo v databazi mutaci HGMD [online], [cit. 2014-05-07] zvetejnéno 249 po-
tencionalné patogennich mutaci genu NOTCH3. S onemocnénim CADASIL je spojena vétSina z nich:
206 missense mutaci, které méni pocet cysteinovych zbytkli, 16 missense mutaci, které jejich pocet
neméni, 2 sestfihové mutace, 7 malych deleci véetné jedné v nekodujici oblasti, 3 malé inserce, 1 indel
mutace (soucasné probihajici inzerce a delece) a 3 velké delece, z nichZ 2 jsou spojené s fenotypem
onemocnéni CADASIL a jedna zptsobuje nejspise nefunkénost proteinu (delece exonti 3-16). Popsano
je i dalsich 7 missense mutaci, které neméni pocet cysteinovych zbytkl a které se neprojevuji typic-
kym fenotypem onemocnéni CADASIL. Pacientim S t€mito mutacemi se tvoii 1éze bilé hmoty moz-
kové, ale dalsi ptiznaky onemocnéni chybi. Dale je popsdna i 1 nonsense mutace, ktera pravdépodobné
vede k vytvoreni nefunkéniho proteinu.

V databazi LOVD [online], [cit. 2014-05-07] jsou zaznamenavany patogenni mutace genu
NOTCH3 v exonech od 1. do 23. Dosud zde bylo zvefejnéno 161 mutaci. Z tohoto poctu je jich nejvi-
ce v 4. exonu — 55 mutaci. Dal$i v pofadi je 3. exon s 16 mutacemi a 5. a 8. exon s 12 mutacemi. Mu-

tace v 1., 16. nebo 17. exonu nebyly zatim v této databazi popsany.

3.2.5 Patogenni efekt mutaci

Dosud neni znam mechanismus patogenity mutaci. Divodem muze byt jak vyskyt mnoha typu
mutaci nejen v EGF-like doménach, tak i rozli¢né penetrance onemocnéni. Proto existuje vice domné-
nek, jak tyto mutace zpiisobuji onemocnéni CADASIL.

Ackoliv maji mutace prevazné stereotypni charakter, na urovni aktivity proteinu Notch3 se
projevuji rizn€. Ve studii doktorky Joutelové (Joutel, Monet & Domenga, 2004) mély rizné mutace
odliSny vliv na receptor, u nékterych dokonce nebyla pozorovana zadnd zména aktivity receptoru.
Ackoliv rizné mutace mohou vést k abnormalni aktivité receptoru, nemusi byt tato aktivita vzdy dete-
kovana in vitro pristupy, které byly pouzity v této studii. Efekt nékterych mutaci na aktivitu receptoru
se mize projevit jenom v pfitomnosti danych modulatort, které nemusely byt exprimované v buitkach
pouzitych v experimentu.

Patogenita mutaci se ale také nemusi projevovat ovliviiovanim aktivity receptoru, ale uplné
jinym mechanismem, napiiklad hromadénim extracelularnich domén proteinu Notch3 okolo bun¢k

hladké svaloviny cév (Opherk et al., 2009). Tomu nasvédéuje zvySené mnozstvi agregatll extracelular-
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nich domén u pacientti s onemocnénim CADASIL a agregace proteinti u né¢kolika dal$ich nemoci,
napfiklad u Parkinsonovy choroby (Narhi et al., 1999).

Doktor Peters zkoumal vliv nékterych mutaci zptsobujicich onemocnéni CADASIL na Sl
Stépeni proteinu Notch3 (Peters, Opherk & Zacherle, 2004). Poméry mezi 280kDa proteinem a rozste-
penymi fragmenty receptoru (210 a 97 kDa) byly zvysené v bunikach exprimujicich mutované recepto-
ry. Navic bylo u mutovanych receptortit Notch3 prokazano zpozd'ovani S1 §tépeni. Po 9 hodinach in-
kubace se §tépicim enzymem byl protein divokého typu vSechen rozstépen. Ale vétSsina mutovanych
proteint stale rozstépena nebyla. Po 12 hodinach vsak vSechny mutované receptory podstoupily S1
sestiih stejné jako nemutovany receptor. I studie in vitro s vyuzitim mysiho proteinu Notch3 s mutaci,
ktera se vyskytuje casto u lidi s onemocnénim CADASIL, prokazal vliv testované mutace zptsobujici
onemocnéni CADASIL na S1 sestfih (Karlstrom et al., 2002). V burice byl ptitomen jak nesestiizeny
protein, tak sestfizené fragmenty. Tyto fragmenty se dostaly na povrch buiiky, ale v mensim poctu
nez V nemutovanych burnkdch. I pfi analyze jiné casté mutace spojené s onemocnénim CADASIL bylo
zjisténo snizené mnozstvi mensiho fragmentu po Stépeni S1 (Haritunians et al., 2005). Mutace tedy
muze mit vliv na efektivitu tohoto Stépeni.

Vzhledem k tomu, Ze nejvice mutaci vznika v EGF-like repeticich 3 a 4, které patii mezi pét
ale spise zisk nové funkce (Donahue & Kosik, 2004). Touto novou funkci by mohl byt jiny zpusob
sbaleni proteinu vedouci napiiklad ke zvySené agregaci proteinu.

Jiné sbaleni proteinu mtize byt zapti¢inéno chybé&jicim nebo piebyvajicim cysteinovym zbyt-
kem, ktery se podili na tvorbé vnitinich disulfidickych mustka (Dichgans et al., 2000). V proteinu
divokého typu 6 cysteinovych zbytkd v kazdé EGF-like repetici tvoti 3 disulfidické mistky, které
stabilizuji substruktury repetice (obr. ¢. 2). Pfi lichém poctu cysteinovych zbytki dojde k destabilizaci
téchto substruktur, coz mlize vést ke Spatnému sbaleni (obr. €. 5).

Dalsi moznosti je to, ze cysteiny v EGF-like repeticich se podili na intermolekularnich propo-
jenich s dal$imi molekulami proteinu Notch3 nebo jinymi proteiny obsahujicimi cystein. Mutace
ovliviiujici pocet cysteint tedy miiZze narusit tato propojeni.

Hypotézu, ze mutace zpusobujici onemocnéni CADASIL hraji roli ve tvorbé disulfidickych
mustkd, podporuje i dalsi studie (Ungaro et al., 2009). Pti mutacni analyze velkého vzorku nemocnych
byly objeveny kromé mutaci ménici pocet cysteinli i mutace v tésné blizkosti cysteinu. Tyto mutace
mohou zpisobit vytvofeni abnormalnich disulfidickych mustkt a vést tak k nestabilité proteinu a va-

zeb v molekule i mezi molekulami.
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Obr. ¢. 5: 3D modely predpokladanych zmén v fetézcich prvnich Sesti EGF-like repetic mutovaného proteinu Notch3 (a-f).
Hlavni fetézec je znacen modie (N-konec je vlevo), 6 cysteinovych zbytkd tvoii tfi disulfidické mustky znacené zluté. Po-
stranni Fetézce divokého typu jsou znadeny modie, mutované ervend. Cervena linie v hlavnim Fetézci znazorfiuje deleci.
Znazornéné mutace: p.C49Y, p.RI0C, p.CI3F, p.W71C, p.R110C, p.C117F, p.C123F, p.R133C, p.R141C, p.C144S,
p.C144Y, p.C146R, p.Y150C, p.R153C, p.R169C, p.G171C, p.C174Y, p.R182C, p.C183R, p.C183S, p.C185R, p.C194F,
p.C212S, p.C222G, p.C224Y, p.Y258C, p.D80_S84del, p.R153_C155del. Obrazky byly vytvoiené za pouZiti programu
SETOR. Pievzato od Dichgans et al., 2000.
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3.3 Agregace extracelularnich domén proteinu Notch3 a vznik lozisek gra-

nularniho osmiofilniho materialu

K homofilni interakci, tedy ke spojeni extracelularnich domén stejného typu proteinu, dochazi
in vitro jak u divokého typu proteinu Notch3, tak i u téhoz proteinu s mutacemi typickymi pro one-
mocnéni CADASIL (Opherk et al., 2009). Pokud se ale pted inkubaci bunék exprimujicich tento pro-
tein pfida ireversibilni inhibitor zabranujici tvorbé disulfidickych mistkt, ke shlukovani nedochazi.
Naopak pii inkubaci s katalyzatorem tvorby disulfidickych mistkt se tvorba shlukt zvysi. U konstruk-
tl s mutacemi spojenymi s onemocnénim CADASIL je prokazano signifikantni zvyseni tvorby shlukt
extracelularnich domén proteinu Notch3 in vitro.

Shlukovani extracelularnich domén proteinu Notch3 in vivo potvrdilo imunohistochemické
vySetfeni transgennich mysi exprimujicich lidsky gen NOTCH3 s mutaci v EGF-like repetici 10 obje-
venou u pacientd s diagnostikovanym onemocnénim CADASIL (Monet-Leprétre, Bardot & Lemaire,
2009). Vysetieni s vyuzitim monoklonalni protilatky specifické k lidské extracelularni doméné protei-
nu Notch3 prokazalo existenci granularnich struktur okolo bun¢k hladké svaloviny mozkovych artérii.
Pii pouziti elektronové mikroskopie byla u mysi objevena loziska granularniho osmiofilniho materialu
v mozkovych artériich. V lidskych tkanich mozka s diagnostikovanym onemocnénim CADASIL byly
shluky extracelularnich domén proteinu Notch3 nalezeny v mozkovych plenach a ve vSech mozko-
vych cévach - v buiikach hladké svaloviny cév (Joutel et al., 2000; Yamamoto & Craggs, 2013). Nao-
pak monoklonalni protilatky zaméfené proti intracelularnim strukturam proteinu neprokéazaly zadny
zménény signal oproti kontrolnim vzorktm.

Shluky extracelularnich domén proteinu Notch3 se vyskytuji pouze v pfisné vymezené oblasti
blizko lozisek granularniho osmiofilniho materialu (Joutel et al., 2000). Ale zdali jsou tyto shluky
soucasti GOM, neni dosud objasnéné. V jedné studii se protilatky proti proteinu Notch3 na GOM ne-
navazaly (Joutel et al., 2000), ale v jinych experimentech bylo popsano, ze se protilatky proti extrace-
lularni doméné proteinu Notch husté navazaly jak na povrch téchto shluku, tak i dovniti (Ishiko et al.,
2006; Yamamoto & Craggs, 2013). Vsechny tyto studie se vSak shoduji v tom, Ze protilatky proti in-
tracelularni doméné proteinu se na tento material nevazi.

Granularni osmiofilni material (GOM) se nachazi na vnéjsim povrchu bun¢k hladké svaloviny
malych cév vmozku a v hluboké vrstvé skary u pacientd s diagnostikovanym onemocnénim
CADASIL (Ishiko et al., 2006). Nejvice se vyskytuje pravé v mozku (Yamamoto & Craggs, 2013).
Obsahuje shluky jemnych elektronové hustych granularnich ¢asteéek o praméru 200 — 800 um (Ishiko
et al., 2006). Hustota oznaceni protilatkami proti extracelularni doméné proteinu Notch3 je umérna
elektronové hustoté castecek. GOM byl nalezen okolo artérii, ale okoli zil a kapilar bylo na vyskyt
tohoto materialu negativni nebo pouze lehce pozitivni (Tikka, Mykkénen & Ruchoux, 2009).

GOM byl nalezen v biopsiich kiize vSech testovanych 131 pacientl, u kterych byla nalezena

patogenni mutace genu NOTCH3, a nebyl nalezen u kontrolnich vzorki zdravych jedinct (Tikka,
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Mykkédnen & Ruchoux, 2009). U téchto vzorki nedoslo K navazani ani jednoho typu protilatek. | dalsi
studie (Brulin et al., 2002) potvrdila vyskyt granularniho osmiofilniho materidlu pouze u pacientt,
kterym bylo diagnostikovano onemocnéni CADASIL — u 20 kontrolnich vzorki biopsie nebyla nale-
zena zadna loziska granularniho osmiofilniho materialu, naproti tomu vsech 126 cév v biopsiich paci-
enttl S onemocnénim CADASIL prokazalo degenerativni zmény a GOM v extracelularnich oblastech
blizko bunék hladké svaloviny.

Studie doktorky Lewandovské (Lewandowska et al. 2011) ukazala rozli¢né tvary lozisek gra-
nularniho osmiofilniho materialu. Nejvétsi hustota GOM byla pozorovana v loziskach blizko bun¢k
hladké svaloviny cév nebo i V prohlubnich bunééné membrany téchto bunék. Loziska dal od téchto
bunék se projevovala jako méné elektronové hustd a osmiofilni ¢astecky v nich byly rozptylené a né-
kdy 1 sloucené s kolagenovymi vlakny. Velky vyskyt tohoto materidlu v prohlubnich bunék hladké
svaloviny i endotelialnich bunék cév potvrzuje i dalsi studie (Markus et al., 2002). Ukazalo se, Ze
mnozstvi GOM se 1i§i mezi pacienty i mezi riznymi cévami bez ohledu na velikost cév.

Nedavné studie popisuji vyskyt GOM i v dalSich tkanich — kromé ktize a svalti i v ledvinach a
perikardu (Morroni et al., 2013).
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4 Fenotyp a diagnostika onemocnéni

4.1 Fenotyp onemocnéni

Na velkych souborech pacientii s onemocnénim CADASIL bylo provedeno né€kolik studii
fenotypu (Markus et al., 2002; Desmond et al., 1999; Chabriat et al., 1995; Dichgans et al., 1998;
Opherk et al., 2004; Gunda et al., 2012). Studie se zabyvaji pfevazné prvnimi a nejcastéj$imi sympto-
my a vékem pacientil, kdy se onemocnéni projevilo. Dale je popisovana délka zivota pacientl a doba
od prvnich piiznakti po umrti. Nékolik studii zkouma i rozdil priibéhu onemocnéni u muza a u Zen.
Toto onemocnéni ma velmi heterogenni pritbéh nejen mezi pacienty z riznych rodin, ale i mezi pfi-
buznymi.

Prvni symptomy se projevuji ve tieti az ¢tvrté dekadé zivota. Nejcastéji to jsou migrény, vetsi-
nou s aurou, nebo mrtvice ¢i tranzitorni ischemické ataky (TIA). Pokud je prvnim symptomem migré-
na, je veék nastupu spise okolo 30. roku, naopak prvni mrtvice ¢i TIA se objevi az okolo 40. roku. Mé-
n¢ ¢asté pocateCni symptomy byvaji deprese, kognitivni poruchy ¢i zachvaty.

V pribcéhu onemocnéni dochazi obvykle k opakujicim se mrtvicim a tranzitornim ischemic-
kym atakam (obr. ¢. 4). U pacientd se projevuji kognitivni poruchy vedouci az k demenci. Toto zhor-
Sovani kognitivnich funkci byva popisovano jako pomalé a postupné. Pacienti maji zhorSenou pamét’ a
poruchy pozornosti, mnohdy se dostavaji az do stavu apatie. Casto u nich dochézi k pseudobulbarnimu
ochrnuti, které byva spojené s poruchami nalad. Ty jsou velmi béZné a obvykle pouze ptechodné. Vazi
se k tomu i patologické zachvaty smichu nebo place, které také mivaji pouze n€kolikamési¢ni trvani.
Migrény se opakuji a ve vétsiné piipadl jsou doprovazeny aurou. Velka ¢ast pacienti pozoruje zmény
ve frekvenci migrén béhem roku, zvlasté ve spojitosti s mrtvicemi. Vyskyt migrén se zvysuje nékolik
mesict pred mrtvici, po ni se frekvence opét snizuje, u nékterych dokonce migréna po prvni mrtvici
vymizi. U zna¢ného mnozstvi pacientl se objevuje inkontinence. N€kolik pacient trpi epileptickymi
zachvaty, hlavné tonicko-klonickymi. VétSina z téchto pacientli ma diagnostikovanou demenci a prozi-
tou alesponi jednu mrtvici. Velké mnozstvi pacientii s onemocnénim CADASIL také trpi poruchami
hybnosti a koordinace pfi chiizi. V pribéhu onemocnéni se stavaji méné a méné pohyblivi. Schopnost
chtize a schopnost postarat se o sebe se zhorSuje imérné veéku. Vétsina pacientd nad 60 let neni schop-
no chodit bez asistence a velka ¢ast z nich je upoutana na lizko a vyZaduje neustaly dohled pecovatel-
ky.

Primémy vek tmrti se pohybuje okolo 60 let a primérna doba od prvnich symptomi po umrti
se pohybuje v rozmezi od 10 do 25 let. Pacienti v poslednich stadiich onemocnéni ¢asto trpi ochrnutim
poloviny téla ¢i konéetin, demenci, motorickou poruchou feci vétsinou v kombinaci s poruchou poly-
kani, mnoho z nich byva upoutano na Itizko a vyZaduje neustalou zdravotni péci.

Soucasna 1é¢ba vychazi pravé z projevil pacientl, je tedy pouze symptomatickd a v zasadé

empiricka (André, 2010, review).
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Obr. ¢. 4: Obvyklé projevy onemocnéni CADASIL v zavislosti na véku pacientti, ve kterém dochazi k jejich projevim. Od-
shora: demence, ischemické ptihody, poruchy nalad, migréna s aurou a abnormalni vysledky magnetické rezonance. Pfevzato
od Chabriat & Bousser, 2007.

4.1.1 Rozdily onemocnéni v zavislosti na pohlavi

Signifikantni rozdily mezi muzi a Zenami byly prokdzany jen v urcitych projevech onemocné-
ni (Opherk et al., 2004; Gunda et al., 2012). Vyskyt migrény s aurou je u Zen ¢astéj$i nez u muzi, ale
pouze u jedinct do 51. roku. Migrény se u Zen navic i projevuji diive. Do 51. roku je i frekvence moz-
kovych piihod odlisnd mezi pohlavimi, ale pravé u muzi je Castéj$i nez u zen. Apatie je dvakrat Casté-
j81 u muzu nehledé na vék. Dale se pacienti rizného pohlavi li§i v praimérném véku amrti i dobé&, kdy
se projevi neschopnost chodit bez asistence ¢i uvazani na lizko. Ke vSem témto projevim dochazi
u muzi o né€kolik let diive nez u Zen (obr. €. 5). Také demence byla u muzi ¢astéjsi a horsi (Singhal et
al., 2004). Rozdily mezi pohlavimi byly nalezeny i pfi magnetické rezonanci (Gunda et al., 2012).

Mozkova parenchymalni frakce byla u muzii mensi, coz naznacuje vyssi mozkovou atrofii u muzi.

Jiné rozdily vSak nedosahly signifikantnich hodnot.

20



—
o
o

§ Men
= 80 -
€
2 60 1
:
s 40
2
v 20 1
b
T 0 T
20 30 90
Age [years]
~ 100
o
= 80 - Women
€
2 60 1
-
a
s A
g
U 20 1
b )
® 0 ; T
20 30 40 90
Age [years]
Stroke Unable to walk without assistance
""""""" Bedridden Death

Obr. €. 5: Grafy znazornujici rozdil nastupu cévnich mozkovych piihod, neschopnosti chodit bez asistence, upoutani na liizko
a smrti u muzl a zen ze souboru 411 pacienti s onemocnénim CADASIL. Svétla preruSovana ¢ara — cévni mozkova piihoda,
svétla ¢ara — neschopnost chodit bez asistence, tmava pieruSovana ¢ara — upoutani na Iizko, tmava ¢ara — smrt. Pfevzato

od Opherk et al., 2004.

4.1.2 Korelace genotyp - fenotyp

Mezi 127 pacienty z 65 rodin bylo nalezeno 17 riznych mutaci, které vSechny ménily pocet
cysteina (Singhal et al., 2004). Ale signifikantni hodnoty nebylo dosazeno u Zadného ze zkoumanych
vztahli mezi pozici mutace a vyskytem mrtvice nebo TIA, migrénou, demenci, akutni encefalopatii,
primarni epilepsii nebo stupném invalidity. Nebyla pozorovana ani korelace mezi polohou mutace a
zménami na mozku pozorovatelnymi magnetickou rezonanci. Pouze pacienti s mutaci v domén¢ vaza-
jici ligand vykazovali na vysledcich z MRI nesignifikantni zvySeni mnozstvi 1ézi v zavislosti na véku.
Tyto mutace v EGF-like repeticich 10-11 se projevovaly odlisné i v dalsi studii (Monet-Leprétre,
Bardot & Lemaire, 2009). Pacienti s témito mutacemi méli signifikantné odlisné vysledky neurologic-
kych vysetieni i hodnoceni invalidity v porovnani s pacienty s mutacemi v EGF-like repeticich 2-5.
Signifikantné se také lisili vy$§im mnozstvim hyperintenzit bilé hmoty mozkové a nesignifikantné
mensim mnozstvi lakunarnich 1ézi a mikrohemoragii. V jiné studii pfi porovnavani 8 nejcastéjsich
mutaci viéi ostatnim mutacim byl pouze u dvou nalezen signifikantni rozdil v medianu let od prvnich
symptomu po smrt, ale u ostatnich Sesti nebyl nalezen zadny rozdil (Opherk et al., 2004). U pacienti

s prvni mutaci v EGF-like repetici 4 byl signifikantné krat$i medianovy vék prvni mrtvice, imobilizace
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i smrti. Pacienti s druhou mutaci, ktera byla v EGF-like repetici 2, méli signifikantné niz$i medidnovy
vek smrti. Byl zkouman i rozdil ve fenotypu mezi mutacemi, pii kterych dochazi ke ztraté cysteinu
oproti tém, pti Kterych cystein vznika. Nebyl vSak nalezen zadny signifikantni rozdil v dob& prvni
mrtvice, upoutani na lazko ¢i smrti.

Pfi porovnavani fenotypu mezi ptislusniky riznych rodin i mezi rodinami navzajem bylo zjis-
téno, ze ischemické problémy se vyskytuji ve v§ech testovanych rodinach (Dichgans et al., 1998). V¢k
pacienta v dobé prvni mozkové prihody se ale lisil jak mezi rodinami, tak i v individualnich rodinach.
V 7 pokolenich jedné rodiny se tento vek lisil o vice nez 20 let. Migrény se vyskytovaly v 8 z 9 rodin,
ve kterych bylo vice jak 3 postizenych. Opét se vek v dobé prvni migrény lisil mezi rodinami i mezi
ptibuznymi. Rozsah postizeni koreloval s vékem, ale 1isil mezi rodinami i v rodinach. Ani v dalsi stu-
dii nebyl nalezen zadny dikaz toho, Ze by se mezi pfibuznymi projevovala stejnd mutace stejnym zpu-

sobem (Singhal et al., 2004).

4.1.3 Vliv prosti-edi na pribéh onemocnéni

Pfi studii monozygotnich dvojcat bylo objeveno, ze ackoliv sdili stejné genetické pozadi vcet-
né mutace v genu NOTCH3 ménici pocet cysteint, je u nich pribéh onemocnéni CADASIL rozdilny
(Mykkénen, Junna & Amberla, 2009). Pribéh u dvojcete B byl tézsi nez u dvojcete A. Prvni ische-
micka ataka se u né¢j projevila o 14 let diive a i dalsi symptomy i vysledky z neurozobrazovacich me-
tod byly vazngjsi. Tento rozdil mize byt zptisoben bud’ epigenetickym rozdilem, nebo tim, ze dvojce
B byl kutak a krat$i dobu uzival statiny, coz jsou 1éky, které se vyuzivaji k 16¢bé zvysené hladiny urci-
tych lipida v krvi. Navic oproti dvojéeti A mel mensi fyzickou aktivitu béhem zivota.

Kromé véku je pravé i koufeni asociovano s vy$§im vyskytem mrtvice nebo TIA (Singhal et
al., 2004). Dalsim faktorem ovliviiujicim prubéh onemocnéni CADASIL mize byt homocystein, ktery

koreluje s nastupem migrény.

4.2 Diagnostika onemocnéni

Onemocnéni CADASIL je autozomalné dominantné dédi¢né, proto diagnostika tohoto one-
mocnéni vychazi nejen z klinickych piiznaki typickych pro onemocnéni CADASIL, ale i z pozitiv-
ni rodinné anamnézy (Chabriat et al., 1995; Razvi et al., 2005). Alespon U jednoho ptibuzného prvniho
stupné by se méla projevit mrtvice nebo demence. Falesné negativni rodinna historie pak ¢asto vede

k chybné diagnoze.

4.2.1 Magneticka rezonance

Hojné vyuzivanou metodou neurozobrazovani pro diagnostiku onemocnéni CADASIL je
magnetickd rezonance (MRI), pfevazné T2 vazené obrazy. Byvaji pozorovany mnohonasobné nebo
rozptylené hyperintenzity v bilé hmoté¢ mozkové nékdy s Cetnymi malymi subkortikalnimi a lakunar-
nimi infarkty, mikrohemoragii a s rozptylenou leukoencefalopatii (Mayer, Straube & Bruening, 1999;

Boom & Oberstein, 2003). Byva pozorovano i zapojeni anteriorniho spankového polu a externi kapsu-
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le (Markus et al., 2002). Hyposignaly na T1 a hypersignaly na T2 vazenych obrazech se objevuji v bilé
hmoté a v bazalnich gangliich (Chabriat et al., 1995). Tyto signaly jsou symetrické a pozorovatelné
hlavné v periventrikuldrni bilé hmoté a jejich lalocich a v bazalnich gangliich a thalamu. Nebyvaji
pozorovany zadné kortikalni abnormality. Subkortikalni 1éze na MRI nebo CT jsou Casto nalézany i
U jedincti s mutaci, u kterych se hlavni ptiznaky onemocnéni jesté neprojevily. Byla pozorovana i po-
zitivni vazba mezi vékem a zapojenim externi kapsule, ale zadna spojitost mezi vékem a zapojenim
anteriorniho spankového polu (Markus et al., 2002). Sensitivita MRI zmén anteriorniho spankového
laloku byla uréena na 89 % a jeji specifita na 86 %. Pti zkoumani zmén externi kapsule byla sensitivita
vyssi, tedy 93 %, a specifita naopak nizsi — 45 %. Zmény na mozku lze pozorovat jiz u presymptoma-
tickych pacientd (Fattapposta & Restuccia, 2004). Lze u nich najit mala hyperintenzivni loZiska
Vv periventrikularni bilé hmoté mozkové na T2 véazenych obrazech nebo tato hyperintenzivni loziska
spojena s malymi bilateralnimi hyperintenzivnimi oblastmi v subkortikalni bilé hmoté taktéz na T2

vazenych obrazech.

4.2.2 Elektronova mikroskopie vzorkii z biopsie kiize

Elektronovou mikroskopii 1ze ve vzorcich z biopsie kize hodnotit jak stav cév, tak vyskyt
granularniho osmiofilniho materialu. Postizeni cévnich stén je tmérné progresi onemocnéni (Brulin et
al., 2002). Zmény cévnich stén jsou zaznamenany jiz u velmi mladych (20 — 30 let) asymptomatickych
jedinct i u nejmladSich pacienti se symptomy (31 — 39 let). Biopsie u pacientd s onemocnénim
CADASIL prokazuji poSkozeni stén cév, degeneraci bun¢k hladké svaloviny cév, ztratu téchto bunék i
abnormality bazalni laminy. GOM lze nalézt na vnéj$i stran¢ bunék, pifevazné v prohlubnich na bu-
nécném povrchu bunék hladké svaloviny cév. Endotelialni buiiky také méni svij vzhled (Brulin et al.,
2002; Lackovic et al., 2008). Maji nepravidelny tvar s mnoha vybézky do subendotelialniho prostoru.
Na koncich vyb&zki jsou Casto nahromadéna aktinova vlakna. Pfi progresi onemocnéni lze pozorovat
oddéleni bunék hladké svaloviny cév a rizné stupné jejich degenerace. Dochazi k rozruseni architektu-
ry oblasti lokalizovanych mezi endotelem a buiikami hladké svaloviny.

V nékolika studiich bylo potvrzeno, ze GOM se pti analyze elektronovou mikroskopii vysky-
tuje u vSech testovanych pacientti s mutaci vedouci k onemocnéni CADASIL a nevyskytuje se u zdra-
vych jedinct (Markus et al.,, 2002; Brulin et al., 2002; Tikka, Mykkdnen & Ruchoux, 2009).
V nékolika ptipadech byla prvni biopsie u pacientid s onemocnénim CADASIL negativni, protoze
ve vzorku nebyla nalezena reprezentativni artérie (Tikka, Mykkénen & Ruchoux, 2009). Pti opakova-
né biopsii byl uz vysledek pozitivni. Nejvétsi mnozstvi lozisek granularniho osmiofilniho materialu
1ze nalézt u pacientd okolo 50 let. U nejstarSich testovanych pacienti byly sice stény arteriol tenké a
Spatné identifikovatelné, ale GOM byl stale pfitomny. Pouze u nékterych starych pacientii byl tento
material vzacny a témét neidentifikovatelny.

U nékterych jedincl, kterym nebyla nalezena mutace zpasobujici onemocnéni CADASIL,
byly misto granularniho osmiofilniho materialu nalezeny buné¢né tulomky mezi buitkami hladké sva-
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loviny cév. Tyto ulomky mohou byt zaménény za GOM, a tak mohou vést k chybné diagnoze. Doktor
Markus udava z testovani 18 piipadi senzitivitu biopsie kiize 45%, ale specifitu 100% (Markus et al.,
2002).

4.2.3 Imunohistochemie vzorkii z biopsie kiize

Tym doktorky Joutelové provedl imunoznaceni vzorkll z kozni biopsie za tucelem nalezeni
shlukti extracelularnich domén proteinu Notch3 pomoci mysich monoklonalnich protilatek proti EGF-
like repeticim 17-21 u 39 pacientd, z nichz u 23 byla nalezena mutace zpusobujici onemocnéni
CADASIL analyzou vSech 34 exont, a u 16, kterym nebyla detekovana kauzalni mutace (Joutel et al.,
2001). Jeden vzorek z 39 musel byt vyfazen kvili neprojeveni imunoreaktivity vaci protilatce.
K pozitivnimu nalezu doSlo u 21 z22 pacienti sonemocnénim CADASIL a ostatni méli na-
lez negativni. To urcuje senzitivitu této metody na 96 % a specifitu na 100 %. Intenzita zbarveni vzor-
ki se neménila s vékem pacienti. Fale$né negativni vysledek u jednoho pacienta s onemocnénim
CADASIL mohl byt zptisoben nedostate¢nym poctem arteriol ve vzorku. Pfi opakovani tohoto expe-
rimentu jinou laboratofi byla sniZena senzitivita metody, ale specifita zistala velmi vysoka (Oberstein

& Duinen, 2003). Opét doslo k fale$né negativnimu urceni vysledku, tentokrat u 2 pacientu.

4.2.4 Analyza vzorkii z biopsie svalu a nervu

Ve studii doktora Schrédera byla provedena biopsie svalu a nervu sedmi jedinca s diagnosti-
kovanym onemocnénim CADASIL (Schréder et al., 2005).

Pfi biopsii surdlniho nervu (nervus suralis, senzitivni nerv v oblasti Iytka) 4 pacientt byly své-
telnou mikroskopii zjiStény riizné neuropatie, které se mezi pacienty liSily. VSem pacientim se vSak
s vékem snizovala hustota nervovych vlaken, zmensovala se i oblast myelinového obalu suralniho
nervu. Casta byla atrofie axonu. Cévy na povrchu nervu vykazovaly zna¢né deformace jiz pi svételné
mikroskopii. M¢ly ztenéenou sténu. Pfi elektronové mikroskopii se objevila loziska GOM na povrchu
bunék hladké svaloviny cév, ktera se lisila jak v po¢tu, tak i ve velikosti. Bazalni lamina endotelialnich
bunék méla zménény tvar. Vnéjsi bazalni lamina arteriol byla dvojnasobna nebo i vicenasobna.

Pti svalové biopsii, kterd byla provedena u tii pacientil, byly pii svételné mikroskopii u vSech
tii pacientll pozorovany pocetné patologické zmény. Byla objevena neurogenni svalova atrofie a kom-
penzacni hypertrofni vldkna. Atrofovana vlakna byla rozptylena mezi vlakny normalni velikosti, ne-
kroticka svalova vlakna nebyla pozorovana. NADH oxidativni reakce byla nepravidelnd v mnoha
vlaknech, a kvili tomu néktera vlakna vykazovala lalocnaty vzhled. Elektronova mikroskopie ukédzala
mnoho chronickych zmén véetné¢ myofibrilarnich a sarkotubularnich abnormalit. Na povrchu svalo-
vych bunék nebyl pozorovan zadny GOM. Ale v okoli bunék hladké svaloviny cév byl tento material

nalezen.
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4.2.5 Geneticka analyza a optimalizovani diagnostickych protokolu

podezieni na onemocnéni (Tang et al., 2009). Senzitivita této metody se pohybuje okolo 95 % a speci-
fita 100 %. Presymptomatické genetické testovani ale neni pfili§ vyZzadované ze strany rodinnych pfi-
slusnika pacienta s diagnostikovanym onemocnénim CADASIL (Reyes, Kurtz & Herve, 2012). Nejvi-
ce o né&j zadaji zeny s vys$s§im vzdélanim a rodinou.

Protoze je kompletni genetickd analyza vSech 33 exonli ¢asové naroc¢nd i finan¢né nakladna,
vétSina studii doporucuje analyzu exontl, ve kterych se v dané populaci mutace vyskytuji nejcasteji
(Joutel et al., 2001; Peters & Opherk, 2005). Poté je pacientim, kteti vykazuji symptomy onemocnéni,
ale v analyzovanych exonech nemaji mutaci, doporuceno podstoupit biopsii kiize. Vzorek se vySetii
na vyskyt GOM a v ptipadé pozitivniho nalezu se provede analyza dalSich exoni nebo pfimo kom-
pletni skrinink genu. V praci doktorky Joutelové byla provadéna analyza exont 3, 4, 11 a 18 a v praci
doktori Peterse a Opherka byly analyzovany exony 2 — 6. Dal§i navrhovanou moznosti je skrinink
exonu 4 a u pacientd s negativnim vysledkem hledat zmény na MRI, které jsou u tohoto onemocnéni
casté (Markus et al., 2002).

Pro klinickou praxi byla vytvotfena i hodnotici stupnice onemocnéni CADASIL slouzici jako
nastroj pro vybér pacientt, ktefi maji byt podrobeni genetické analyze (Pescini et al., 2012). Stupnice
zahrnuje né€kolik typickych symptomil onemocnéni, kterym jsou pridélené body. Celkové maximum

stupnice je 25 bodi. Pacienti s vysledkem minimalné 15 bodt jsou poslani na genetickou analyzu.

4.2.6 Preimplantacni a prenatalni geneticka diagnostika

Prvni preimplantaéni geneticka diagnostika onemocnéni CADASIL probéhla roku 2007
(Konialis, Hagnefelt & Kokkali, 2007). Bylo vyuZzito marker z polymorfnich kratkych tandemovych
repetic blizko genu NOTCH3 a polymorfismu jednoho nukleotidu v exonu 4. Tyto markery slouZzi
ke zvyseni informativnosti vysledkl, odhaleni nahodného vypadnuti alely a kontroly kontaminace.
Vzorky ze 4 embryi podstoupily dvé kola polymerazové fetézové reakce. Po druhém kole a minisek-
venovani se ukazalo, ze 1 embryo je postizené a ostatni 3 zdravé.

Prenatalni genetickou diagnostiku lze provadét z choriovych Klki pro ziskani DNA plodu a
periferni krve rodi¢t pro ziskani jejich DNA (Milunsky et al., 2005).
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5 Zavér

Onemocnéni CADASIL je autozomalné dominantné dédi¢né postizeni cév, jehoz pfi¢inou jsou
mutace v genu NOTCH3. Prvni ptiznaky tohoto onemocnéni se objevuji okolo tficatych az ¢tyficatych
let Zivota a nejéast&j§imi ptiznaky jsou migrény s aurou, opakujici se mrtvice nebo tranzitorni ische-
mické ataky, kognitivni poruchy, demence, postizeni fe¢i a chize. Onemocnéni je velmi progresivni a
vede ke smrti ptiblizné v Sesté dekadé zivota.

Gen NOTCH3 patii do rodiny genti notch, ktera je konzervovana naptic¢ celou zivo¢isnou fisi.
Tyto geny koduji transmembranové receptory, které se ti€astni Notch signalni drahy, ¢imz tidi diferen-
ciaci bun¢k a vyvoj organismu. U savci se vyskytuji geny notchl, notch2, notch3 a notch4 a vSechny
tyto geny se podileji na vyvoji riznych tkani téla. Gen notch3 je potieba k vytvoreni funkéni i struk-
turni integrity malych az stfednich distalnich a mozkovych artérii a reguluje prostfednictvim
RhoA/Rho kindzové signalni drahy schopnost cév reagovat na mechanické faktory a zménu tlaku a
proudu krve. Velké tepny ani zily pravdépodobné neovliviiuje.

Doposud jsou mutace v genu NOTCH3 u ¢lovéka spojené se dvéma onemocnénimi — détskou
fibromat6zou a onemocnénim CADASIL. Mutace zptsobujici CADASIL jsou nejéastéji jednonukleo-
tidové missense mutace zpisobujici zménu poétu konzervovanych cysteinovych zbytk v EGF-like
repeticich proteinu Notch3. Mistem nejéastéj$iho vyskytu téchto mutaci jsou EGF-like repetice 3 a 4.
Je v8ak popsano mnoho dalsich mutaci lisicich se od tohoto vzorce - mutace zaménujici jiné aminoky-
seliny nez cysteiny, rizné delece i dinukleotidové zamény, a dokonce i mutace v jiné ¢asti proteinu
nez jsou EGF-like repetice. Byly popsany i nonsense mutace, které ale pravdépodobné nevedou
K projeviim nemoci.

Mechanismus patogenity mutaci neni zatim znam a vzhledem k obrovské heterogenité mutaci
bude velmi obtizné ho objasnit. Nejpravdépodobnéjsi hypotézou je zatim to, Ze mutace zptisobuji na-
ruSeni sbaleni proteinu do sekundarni a tercialni struktury. Tomu nasvéd¢uje fakt, ze nejvice mutaci
spojenych s onemocnénim CADASIL méni pocet cysteinovych zbytkl, které se podileji na tvorbé
intramolekularnich a intermolekularnich disulfidickych mustki. Dalsimi hypotézami je toxicky efekt
shlukii extraceluldrnich domén proteinu Notch3 okolo bun¢k hladké svaloviny cév pacientl, ovlivnéni
Stépeni proteinu Notch3 nebo narusena funkce receptoru Notch3.

Zvyseny vyskyt shluka extraceluldrnich domén proteinu je spolu s vyskytem GOM charakte-
ristickym znakem onemocnéni, ktery lze pozorovat elektronovou mikroskopii v okoli bunék hladké
svaloviny cév. Piesné slozeni GOM vsak neni znamo. Nékolik studii zkoumalo, zda jsou shluky extra-
celularnich domén soucasti GOM, ale jejich vysledky se lisi. Protoze se GOM vyskytuje pouze u paci-
entll s onemocnénim CADASIL, jeho piitomnost je velmi ddlezitym diagnostickym znakem. Jeho
vyskyt se vyuziva i pii optimalizaci diagnostického protokolu. Analyza vSech exond genu NOTCH3 je

finan¢né nakladna a ¢asové narocnd, a proto nékolik studii doporucuje provést nejdiive analyzu vy-

26



branych exonti a u pacient, kterym nebyla patogenni mutace nalezena, provést biopsii kiize. Pii pozi-
tivnim vysledku z biopsie, tedy nalezu GOM, je dal$im krokem analyza zbyvajicich exon.

Symptomy i pribéh onemocnéni se 1isi jak mezi rodinami, tak v jednotlivych rodinach. Ani
U jednovajec¢nych dvojéat neprobihd onemocnéni stejné. Pravdépodobné ma tedy na prubéh onemoc-
néni vliv i prostfedi. S tim souvisi fakt, ze koufeni je asociovano s vy$§im vyskytem mrtvice a zvySena
hladina homocysteinu s vyskytem migrén.

Otazkami, které stale ¢ekaji na zodpovézeni, jsou mechanismy patogenity mutaci, penetrance
onemocnéni a jeji souvislost s typy a pozici mutaci, slozeni granularniho osmiofilniho materialu
a presna prevalence onemocnéni. Zodpovézeni téchto otazek by mohlo vést ke zlepseni diagnostiky a

1é¢by onemocnéni.
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