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Streszczenie |

System sygnatowy Notch jest bardzo konserwatywnym systemem komunikacji migdzykomorkowej, odgrywajacym istot-
ng role zardwno w rozwoju naczyh, jak i w patogenezie niektorych chordb naczyniowych. Jednym z takich schorzefi jest
genetycznie uwarunkowana choroba matych naczyi o nazwie CADASIL (cerebral autosomal dominant arteriopathy with
subcortical infarcts and leukoencephalopathy). Choroba ta wigze si¢ z wystepowaniem mutacji w genie NOTCH 3 koduja-
cym transblonowy receptor o tej samej nazwie obecny w naczyniach tylko na komérkach mig§niowki gtadkiej i pericytach.
W przebiegu choroby uszkodzone sg giéwnie mafe naczynia tetnicze i naczynia wiosowate, w ktorych Scianie stwierdza si¢
zwyrodnienie i ubytek komdrek wykazujacych ekspresje Notch 3 oraz gromadzenie si¢ zewngtrzkomorkowej domeny re-
ceptora Notch 3 (N3-ECD) i ztogdw gestego osmofilnego materiatu (GOM) zawierajacego N3-ECD. Chociaz patoge-
neza CADASIL-u jest nadal nieznana, obecnie istniejg dwie zasadniczo odmienne hipotezy dotyczace przyczyn rozwoju
tego schorzenia. Pierwsza z nich zaklada, ze choroba jest zwigzana z nieprawidlowym funkcjonowaniem zmutowanego
receptora Notch 3, ktdry nabywa nowych wiasciwosci. Wedlug drugiej hipotezy CADASIL - podobnie jak wiele innych
chordb neurodegeneracyjnych - jest proteinopatia spowodowang odkladaniem si¢ w $cianie naczyi patologicznych zto-
g6w biatkowych. Niniejsza praca stanowi przeglad aktualnej wiedzy dotyczacej roli Notch 3 w biologii naczyi krwiono-
$nych i hipotetycznego udziatu tego systemu sygnatowego w patogenezie CADASIL-u.

Stowa kluczowe: CADASIL, choroba mafych naczyfi mézgu, GOM, leukoencefalopatia, Notch 3

Summary |

Notch signaling is a very conservative system of cell-cell communications playing an essential role in vascular development
and human vascular diseases. One of such diseases is a hereditary vascular degenerative disorder known as cerebral auto-
somal dominant arteriopathy with subcortical infarct and leukoencephalopathy (CADASIL). The disorder is caused by
mutations in the NOTCH 3 gene encoding a transmembrane receptor of the same name present in vessels only on vascular
smooth muscle cells and pericytes. The disease involves mainly small arteries and capillaries in which degeneration and loss
of cells expressing Notch 3 receptor is observed. In the affected vessels accumulation of Notch 3 extracellular domain
(N3-ECD) and granular osmiophilic material (GOM) containing N3-ECD are also found. Although pathogenesis of
CADASIL is still unknown there are two main distinct hypotheses concerning its development. The first of them assumes
that the disease is caused by dysfunction of the mutated Notch 3 receptor which acquires a new properties. According to
the second hypothesis, CADASIL - as many other neurodegenerative diseases — is a proteinopathy due to accumulation of
proteinaceous aggregates in vessel wall. This paper is an overview of recent findings concerning the role of Notch 3 in vas-
cular biology and hypothetical participation of that signaling system in CADASIL pathogenesis.

Key words: CADASIL, CADASIL, cerebral small vessel disease, GOM, leukoencephalopathy, Notch 3
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WPROWADZENIE

NOTCH mozna podzieli¢ na dwie grupy: tych, ktorzy pro-

wadzg badania nad tym genem, i tych, ktorzy jeszcze nie
wiedza, ze to wiasnie robig. Dzigki tak intensywnym pracom
naukowym wiemy juz wiele o funkcji genéw NOTCH, mimo
ze same mechanizmy ich dziatania sg jeszcze nie do kofica po-
znane.
Geny z rodziny NOTCH nalezg do bardzo konserwatywnego
migdzykomorkowego systemu sygnatowego. Ortologiczne geny
NOTCH o wysokim stopniu podobiefistwa wystepuja u wielu
gatunkdw, poczawszy od nicieni. U ssakow obecne sg 4 geny
NOTCH. Wywodzaca si¢ z jgzyka angielskiego nazwa notch
(‘zabkowany’) zostata nadana genowi, gdy wykryto, ze jest on
odpowiedzialny za wystgpowanie charakterystycznie postrze-
pionych skrzydet u muszki Drosophila melanogaster. Rowniez
oryginalne nazwy niektdrych ligandéw Notch (Serrate - ‘ztob-
kowany’ i Delta - ‘trojkatny’) pochodza od fenotypu skrzydet
muszki.
Geny NOTCH odgrywaja zasadnicza role w rozwoju tkanek
pochodzacych ze wszystkich trzech listkow zarodkowych i de-
cyduja o kierunku roznicowania si¢ komorek prekursorowych.
W okresie ontogenezy NOTCH utrzymuje komorki prekurso-
rowe w stanie niezroznicowanym, co umozliwia im przeksztat-
cenie si¢ w rdzne typy komdrek w odpowiedzi na dziatajace
w danym momencie bodZce®. O istotnym znaczeniu NOTCH
w tym okresie Swiadczy fakt, ze w wielu przypadkach mutacje
genow NOTCH sa letalne.

Istnieje poglad, ze naukowcow zajmujacych si¢ biologia

ROLA GENOW NOTCH W ROZWOJU
UKEADU NACZYNIOWEGO

ROLA GENOW NOTCH W OKRESIE
PRZEDURODZENIOWYM (PRENATALNYM)

U ludzi uktad naczyniowy zaczyna rozwija¢ si¢ okoto 3. tygo-
dnia zycia zarodka, kiedy to jego potrzeby odzywcze nie moga
by¢ juz dluzej zaspokajane na drodze dyfuzji®. Rola NOTCH
w rozwoju ukfadu naczyniowego w okresie zarodkowym jest
kontrowersyjna. Wielu badaczy uwaza, ze gen NOTCH nie
wplywa na rozwdj angioblastow i waskulogenezg, a znaczaca
rolg zaczyna odgrywa¢ dopiero w pdZniejszym okresie rozwoju
naczyf, tj. podczas angiogenezy.

W trakcie trwania angiogenezy dochodzi do przeksztatcenia si¢
zbudowanych tylko z komorek $rddbtonka cew naczyniowych
w dojrzafe naczynia krwiono$ne. Podczas tego procesu sys-
tem sygnatowy Notch wykazuje duzg aktywno$¢ i wplywa na:
1) przebudowe naczyf (remodeling), 2) nabywanie przez nie-
zroznicowane naczynia krwionosne cech fenotypowych i bio-
chemicznych charakterystycznych dla tetnic lub zyt (specifica-
tion) oraz 3) stabilizacje Sciany naczyf.

Pod wptywem sygnatéw Notch zbudowane z komorek §rod-
btonka jednakowe morfologicznie i funkcjonalnie cewy naczy-
niowe zaczynaja rozrastac si¢, co prowadzi do powstania na-
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lub komorki migSniowki gtadkiej naczyin (KMGN), co stabilizuje
nowo utworzong $cian¢ naczynia. Nastepnie KMGN i pericyty
proliferuja i zaczynaja wytwarza¢ sktadniki macierzy zewnatrz-
komorkowej. Po uksztattowaniu si¢ Sciany naczynia rozpoczy-
naja proces réznicowania si¢ na naczynia tetnicze i zylne. Ko-
morki Srodbtonka naczyf tetniczych pod wptywem NOTCH
zaczynaja wykazywac miedzy innymi ekspresje efryny B2 i neu-
ropiliny-1, a zyly ekspresj¢ efryny B4 i neuropiliny-2©'. Nie-
prawidtowa czynno$¢ szlaku sygnatowego Notch w tym okre-
sie prowadzi do utraty ekspresji biatek charakterystycznych dla
naczyf tetniczych i zastgpowania ich przez biatka wystepujace
wnaczyniach zylnych, jak réwniez do nieprawidfowego rozmiesz-
czenia i zmniejszenia si¢ liczby komorek w $cianie naczynia®.

NOTCH 3 jest niezbedny do r6znicowania si¢ KMGN i na-
bywania przez nie wtasciwosci charakterystycznych dla mig-
$niowki gladkiej tetnic. Wskazujg na to migdzy innymi wyni-
ki badafi doSwiadczalnych, w ktorych u myszy pozbawionych
genu NOTCH 3 stwierdzono brak smuteliny — biatka charak-
terystycznego dla dojrzatych KMGN o fenotypie kurczliwym
wystepujacego tylko w naczyniach tgtniczych®. Badania do-
$wiadczalne wykazaly obecno$¢ roznego rodzaju wad naczyn
krwiono$nych spowodowanych mutacjami NOTCH“S". Do roz-
woju patologicznych naczyf prowadza réwniez mutacje li-
gandoéw Notch, np. u myszy z mutacjami liganda Delta 4 nie
dochodzito do rozwoju naczyi wlosowatych®.

ROLA GENOW NOTCH W OKRESIE
POURODZENIOWYM

Rola NOTCH nie ogranicza si¢ tylko do okresu prenatalnego.
Po urodzeniu geny NOTCH odgrywaja rolg w komunikacji mie-
dzykomorkowej, w przekazywaniu sygnatow migdzy komdrkami
a substancja zewnatrzkomdrkowa, w dojrzewaniu Sciany tet-
nic oraz w fenotypowej stabilizacji KMGN. System sygnatowy
Notch 3 decyduje, czy KMGN pozostang wysoko zroznico-
wane, czy tez w odpowiedzi na bodZce zewngtrzne przeksztat-
cg si¢ w mniej dojrzaly fenotyp proliferacyjny (syntetyczny)®.
W okresie pourodzeniowym aktywno$¢ Notch 3 chroni KMGN
przed apoptoza, wywiera wplyw na ich aktynowy cytoszkielet
ireguluje odpowiedz na czynniki mechaniczne oddziatujace na
Sciang naczynia'*-1?.

RECEPTOR NOTCH 3 - BUDOWA I FUNKCJE

Receptory z rodziny Notch sg transbtonowymi glikoproteina-
mi o0 podobnej budowie, ktore u czfowieka wystepuja w czte-
rech formach (Notch 1-4). Biatko receptorowe Notch skiada
sie z czesci zewnatrzkomorkowej, transbfonowej i wewnatrzko-
morkowej. Budowa Notch 112 jest bardzo podobna, natomiast
Notch 3 i 4 wykazuja niewielkie odmiennoSci dotyczace gfow-
nie budowy domeny wewnatrzkomorkowej. Notch 3 14 cha-
rakteryzuja si¢ takze bardziej ograniczonym wystepowaniem
niz dwa pierwsze typy receptorow — ekspresj¢ Notch 3 stwier-
dza si¢ na btonie komorkowej KMGN i pericytow oraz niektd-
rych subpopulacji tymocytéw¥ i limfocytéw T"%. Receptory
Notch i ich ligandy obecne sg przede wszystkim w naczyniach
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tetniczych i wlosowatych, jednakze istniejg doniesienia o ich
obecnosci - chociaz w mniejszej iloSci — rdwniez w naczyniach
zylnych(1519).

Biatko Notch 3 zbudowane jest z 2321 aminokwasdw i sktada si¢
z 3 podjednostek: lezacej na powierzchni btony komérkowej czg-
$ci zewngtrzkomdrkowej o masie 210 kDa (Notch 3 extracel-
lular domain, N3-ECD), czeSci transblonowej oraz czesci cyto-
plazmatycznej o masie 97 kDa (Notch 3 intracellular domain,
N3-ICD) (rys. 1).

W obrebie podjednostki N3-ECD obecne sg 34 powtarzajace
sie sekwencje polipeptydowe o budowie przypominajacej bu-
dowe receptora dla naskorkowego czynnika wzrostu (epidermal
growth factor, EGF). Kazda z tych sekwencji zawiera 6 czaste-
czek cysteiny pofaczonych 3 mostkami siarczkowymi. Sekwen-
cje aminokwasowe w obrebie powtdrzef 10. 1 11. s3 odpowie-
dzialne za interakcje migdzy receptorem a jego ligandami. Trzy
bogate w cystein¢ sekwencje Lin12 umiejscowione przy btonie
komorkowej zapobiegaja niezaleznej od ligandow aktywacji
receptora”.

Wewnatrzkomédrkowa domena N3-ICD sktada si¢ z kompleksu
czynnikow transkrypcyjnych CSL/RBP-Jx, powtdrzefi sekwen-
¢ji ankirynowych i sekwencji PEST (prolina, kwas glutamino-
wy, seryna, treonina). Sekwencje ankirynowe stanowig miejsce
wigzania si¢ domeny N3-ICD z r6znymi biatkami i sg odpo-
wiedzialne za modyfikacje aktywnosci receptora. Sekwencja
PEST ma wtasciwosci destabilizujace czasteczke biatka i ufa-
twia szybka degradacje receptora na drodze proteolizy.

Biatko Notch 3 jest syntetyzowane w formie pojedynczego tafi-
cucha polipeptydowego o masie 300 kDa. W szorstkiej siateczce
endoplazmatycznej prekursorowa forma biatka ulega pierwszej
glikozylacji przez O-transferaze fukozylowa. Reakcja ta zachodzi
w obrebie sekwencji EGF biatka i ma wptyw na powinowactwo
receptora do ligandow.

Prekursorowa forma Notch 3 jest nastepnie transportowana
do aparatu Golgiego, gdzie fragment jej czasteczki ulega prote-
olitycznemu odci¢ciu przez enzym konwertazye furyny (rys. 2).
W niektdrych subpopulacjach komoérek Notch 3 podlega do-
datkowej N-glikozylacji przez glikozotransferazg Fringe, co
odbywa si¢ w aparacie Golgiego'®. Proces ten ma wplyw na
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Rys. 1. Budowa receptoréw Notch (na podstawie®”)
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zdolno§¢ wigzania si¢ receptora z ligandami. Po modyfikacjach
w aparacie Golgiego dojrzate biatko Notch 3 jest transporto-
wane na powierzchni¢ btony komorkowej i po aktywacji moze
uczestniczy¢ w przekazywaniu sygnatow.

Podobnie jak i inne receptory powierzchniowe, Notch 3 usuwa-
ny jest z btony komorkowej na drodze endocytozy. Zamknigty
we wezesnym endosomie receptor moze ulec degradacii albo
ponownie zosta¢ przetransportowany na powierzchni¢ komorki
(odzyskiwanie - recycling). Kluczowa rolg w tych procesach od-
grywa biatko o nazwie ubikwityna, ktdre taczac sie z Notch 3,
inicjuje endocytoze.

LIGANDY RECEPTORA NOTCH 3

U cztowieka ligandami taczacymi si¢ z receptorem Notch 3 jest
5 biatek nalezacych do 2 rodzin: Delta (DLL1, DLL3 i DLL4)
1Jagged JAG11JAG2). Na komorkach Srodbtonka obecne sg
ligandy DLL1, DLL4 i JAGI, natomiast na KMGN wystepuja
JAG1, JAG 2 oraz DLL1®,

Budowa molekularna ligandoéw Delta i Jagged jest podobna
do budowy receptorow Notch (rys. 1). Czasteczka liganda jest
rowniez biatkiem transbtonowym z duza domeng zewnatrzko-
morkowg zawierajaca kilka powtarzajacych sie sekwencji EGE
sekwencje DSL odpowiedzialng za jej wiazanie si¢ z recepto-
rem oraz krotka, zakotwiczong w bionie komdrkowej czescig
wewnatrzkomorkowa, odgrywajaca role podczas endocytozy
liganda"*?. Réznica migdzy ligandami Delta i Jagged polega
przede wszystkim na obecnosci w tych ostatnich dodatkowych
sekwencji Taczacych umiejscowionych pomigdzy sekwencjami
EGF oraz bogatego w cysteing motywu o budowie podobne;j
do czynnika von Willebranda"? (rys. 1).

Oprocz ligandow zakotwiczonych na btonie komorkowej ist-
niejg rowniez tzw. ligandy rozpuszczalne. Czasteczki ligandow
moga by¢ cigte proteolitycznie przez enzym TACE (tumour
necrosis factor-o. converting enzyme), co powoduje uwolnienie ich
zewnatrzblonowej czesci do przestrzeni zewnatrzkomorkowej®!
(rys. 3). Biologiczna rola ligandow rozpuszczalnych jest kon-
trowersyjna. Uwaza si¢, ze moga one by¢ zardwno agonista-
mi, jak i antagonistami receptora Notch®, przy czym ligandy

Rys. 2. Cykl przemian biatka Notch 3 (na podstawie*?”)
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rozpuszczalne wykazuja wigksze powinowactwo do receptora
niz ligandy zakotwiczone w btonie komérkowej®. Wiadomo
rowniez, ze antagonistyczne dziatanie ligandow jest zalezne od
ich iloSci; duze stezenie ligandow ma hamujacy wplyw na
receptor Notch 3, podczas gdy niskie stezenie aktywuje szlak
sygnatowy 2.,

SZLAK SYGNALOWY NOTCH 3

Klasyczny szlak sygnatowy Notch 3 (rys. 4)

Przekazywanie sygnatow przez szlak Notch 3 jest ograniczone
tylko do sasiadujacych ze soba komdrek wykazujacych ekspre-
sj¢ receptora i ligandéw!>?”. W klasycznym szlaku sygnatowym
pofaczenie si¢ receptora Notch 3 z ligandem doprowadza do
przytaczenia do wewnatrzkomorkowej domeny liganda cza-
steczki ubikwityny, co inicjuje jego endocytozg?®®. Czesciowe
weiagnigcie w obreb pecherzyka endocytarnego potaczonego
z receptorem Notch 3 liganda wywotuje zmiany konformacyne
w biatku Notch 3 i odstania jego fragment wrazliwy na dziafa-
nie proteolityczne enzymu TACE. Cigcie przez TACE biatka
Notch 3 powoduje ,zrzucenie” (shedding) z powierzchni bio-
ny komorkowej zewngtrznej domeny receptora (N3-ECD) i jej
wehtonigcie na drodze endocytozy przez komorke wykazujaca
ekspresje liganda.

Kolejne cigcie proteolityczne Notch 3 przez kompleks y-sekre-
taza/presenilina odcina od czgSci transbtonowej wewnatrzko-
morkowy fragment receptora (N3-ICD), ktory przemieszcza sig
do jadra komorki. W jadrze komorkowym N3-ICD taczy sig
z kompleksem bialek regulujacym transkrypcje DNA®™, Zwia-
zanie si¢ N3-ICD z kompleksem biafek regulatorowych pro-
wadzi do odfaczenia si¢ od tego kompleksu biatek hamujacych
transkrypcje i przytaczenia biatek aktywujacych ten proces, co
w efekcie powoduje odblokowanie transkrypcji i umozliwia
ekspresje roznych genow.

Alternatywne szlaki sygnalowe Notch 3

W klasycznej drodze aktywacji szlaku sygnatowego Notch 3 po-
taczenie si¢ ligandow z receptorem uruchamia przekazywanie
sygnatow miedzy sasiadujacymi ze sobg komorkami. Wiadomo
jednak, ze nie zawsze interakcje ligand - receptor uruchamiajg
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Rys. 3. Cykl przemian ligandow receptora Notch 3 (na podsta-
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kaskade sygnatowa Notch 3%, a ponadto istniejg niezalezne
od tych interakcji cytoplazmatyczne mechanizmy aktywujace ten
szlak sygnatowy. Jeden z tych mechanizméw polega na uwol-
nieniu wewnatrzkomorkowego fragmentu liganda i jego trans-
lokacji do jadra komorkowego, gdzie, podobnie jak N3-ICD,
odblokowuje on proces transkrypcji genow w tej samej komor-
e, Inny niezalezny od ligandéw mechanizm aktywacji drogi
sygnatowej Notch 3 polega na faczeniu si¢ z domeng N3-ICD
biafek cytoplazmatycznych, co powoduje uruchomienie kaska-
dy sygnatowej.

Czynniki modyfikujace przekazywanie sygnaléw Notch 3
Szereg procesdw moze oddziatywac na receptor Notch 3 lub
jego ligandy, zmieniajac aktywnoS¢ szlaku sygnatowego. Taki-
mi procesami moga by¢ wspomniana juz glikozylacja Notch 3,
modulacja transkrypcji receptora i ligandow, dotaczanie czg-
steczki ubikwityny do receptora i ligandéw, obecno$¢ ligan-
dow w formie rozpuszczalnej i transbtonowej, ktore mogg by¢
zar6wno agonistami, jak i antagonistami receptora Notch 3,
czy tez dotaczanie do N3-ICD roznych biatek (np. Numb,
a-adaptyna i Deltex), przez co zahamowaniu ulega przemiesz-
czenie si¢ N3-ICD do jadra komorkowego i odblokowanie
transkrypcji gendw®" (rys. 2). Receptor Notch 3 moze tez prze-
kazywac sygnaly na drodze zaréwno klasycznej, jak i alterna-
tywnej 2%, Tak liczne i roznorodne mechanizmy wplywajace
na aktywnos¢ systemu sygnatowego Notch 3 sprawiaja, ze ba-
dania nad rolg Notch 3 w patogenezie CADASIL-u s3 skom-
plikowane.

ROLA SYSTEMU SYGNALOWGO NOTCH 3
W PATOMECHANIZMIE CADASIL-u

Obecnie istniejg dwie glowne koncepcje patogenetyczne CA-
DASIL-u. Pierwsza z nich zaktada, ze w wyniku mutacji re-
ceptor Notch 3 nabywa nowych wiasciwosci prowadzacych do
rozwoju zmian zwyrodnieniowych w naczyniach. Wedtug dru-
giej hipotezy CADASIL - podobnie jak wiele chordb neuro-
degeneracyjnych - jest proteinopatia, w ktorej odktadanie si¢
ztogdw N3-ECD 1 GOM odpowiada za uszkodzenie komdrek
Sciany naczynia.

KOMORKA Z EKBPRESJA LIGANDOW

*
Y sy
f —..[1
0
Notch3 i LTACE R o]
GAMMA SEKRETAZA
— | — ;

N
KOMORKA Z EKSPRESJA RECEPTORA. =
S

Rys. 4. Klasyczny szlak sygnalowy Notch 3 (na podstawie’?)
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HIPOTEZA 1. - CADASIL JAKO WYNIK
NOWYCH WLASCIWOSCI ZMUTOWANEGO
RECEPTORA NOTCH 3

Badania wykazaly, ze mimo spowodowanej mutacjami niepra-
widtowej budowy Notch 3 przekazywanie sygnaiow przez ten
receptor jest zachowane®. A zatem to nie brak aktywnoSci sys-
temu sygnatowego Notch 3 lezy u podstaw patogenezy CADA-
SIL-u. Potwierdzajg to wyniki badafi doswiadczalnych, w kt6-
rych wykazano, ze u myszy pozbawionych genu NOTCH 3
wystepuja rozne wady naczyniowe, ale nie zmiany charaktery-
styczne dla CADASIL-u®*3), Obecnie uwaza si¢, 7e przyczyng
powstawania tych zmian moze by¢ nabycie przez zmutowany
receptor Notch 3 nowych wtasnosci.

Notch 3 jest receptorem bardzo wrazliwym na stymulacje
mechaniczng®*3?. Jest on tez gtownym regulatorem napiccia
mi¢$niowego w oporowych tetnicach mozgu®®. W warunkach
fizjologicznych naczynia te s w stanie niewielkiego skurczu
(tzw. napigcie miogenne), co umozliwia ich szybkg reakcje na
zmieniajace si¢ wartosci ci$nienia krwi (tzw. odpowiedZ mio-
genna). OdpowiedZ miogenna odgrywa wazng role¢ w miejsco-
wej regulacji przeptywu krwi i chroni naczynia wiosowate przed
wzrostem ci$nienia®. W przeciwiefistwie do duzych tetnic typu
elastycznego, w tetnicach oporowych wzrost ci$nienia krwi po-
woduje ich skurcz. Dtugo utrzymujacy si¢ skurcz prowadzi do
przebudowy Sciany tetnic oporowych, co pozwala na trwate za-
chowanie zmniejszonej czynno$ciowo Srednicy naczynia i sta-
bilizacj¢ napigcia miogennego™”. Taki proces moze zachodzi¢
w CADASIL-u. Wiadomo, ze aktywacja szlaku sygnafowego
Notch 3 w KMGN prowadzi do zmian w ich aktynowym cyto-
szkielecie i modulacji reakcji na dziatanie sit zwiazanych z ciSnie-
niem przeplywajacej krwi®. Poniewaz w CADASIL-u przeka-
zywanie sygnatu przez zmutowany Notch 3 jest zachowane,
miocyty tetnic oporowych moga odbierac fizjologiczne war-
tosci ci$nienia tetniczego jako nieprawidtowe, np. zbyt wysokie.
Komorki te znajdowalyby sie wigc w stanie przewleklego stresu
mechanicznego, ktory uruchamiatby proces przebudowy Scia-
ny tetnic oporowych, podobnie jak ma to miejsce na przyktad
w nadciSnieniu tetniczym. Inicjacja zmian w miocytach pro-
wadzaca do przebudowy naczyf tetniczych mogtaby by¢ tym
momentem w patomechanizmie CADASIL-u, w ktérym po
okresie angiogenezy ponownie uaktywniatby si¢ szlak sygna-
towy Notch 3. Taka ponowna aktywacja systemu sygnafowego
Notch 3 w komorkach ,wadliwych genetycznie” prowadzitaby
do uruchomienia kaskady patologicznych procesdw, powsta-
wania zmian morfologicznych, a w efekcie objawow klinicz-
nych CADASIL-u.

Zgodnie z przedstawiong powyzej hipoteza pierwotng przyczy-
ng CADASIL-u bytyby wigc wrodzone zaburzenia czynnosci
skurczowo-rozkurczowej miocytow tetnic oporowych. Zabu-
rzenia te bylyby zwigzane z nieprawidtowa aktywnoscig szla-
ku Notch 3 w pdZnym okresie angiogenezy, co z kolei powodo-
watoby brak w KMGN cech charakterystycznych dla miocytow
naczyfi tetniczych. Za ta koncepcja przemawiaja wyniki ba-
dan, w ktorych zaréwno u pacjentow z CADASIL-em“!) jak
i w zwierzecym modelu choroby®’#4% stwierdzono obecnos¢
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zaburzefi autoregulacji przeplywu w naczyniach mozgowych.
Co wazne, zaburzenia te obserwowano bardzo wcze$nie, jesz-
cze przed wystapieniem charakterystycznych zmian morfolo-
gicznych.

W $wietle hipotezy 1. wystepujace we wezesnym okresie CADA-
SIL-u napady migreny z aurg moga wigc by¢ pierwszym obja-
wem zaburzefi czynnoSciowych mig§niowki naczyn. Zaburzenia
te moga rowniez prowadzi¢ do przewlekiego niedokrwienia pod-
korowego, co potwierdzajq badania neuroobrazowe pacjentow
z CADASIL-em wskazujace na wezesng obecno$¢ zmniejszone-
go metabolizmu i przeplywu krwi w istocie bialej mozgu“*-".
Nieprawidlowa aktywnos¢ systemu sygnatowego Notch 3
w CADASIL-u mogfaby tez wptywa¢ destabilizujaco na feno-
typ KMGN i powodowac przejSciowy wzrost liczby miocytow
o fenotypie proliferacyjnym (syntetycznym). Wzrost ten mogt-
by by¢ konsekwencja: 1) wzmozonej proliferacji niewielkiej puli
miocytéw syntetycznych fizjologicznie obecnych w tetnicach
oporowych lub 2) zmiany fenotypu KMGN kurczliwych w kie-
runku mniej dojrzatego fenotypu syntetycznego (,0droznico-
wanie”). Obecno$¢ mniej dojrzatych miocytow syntetycznych
zwigzana jest ze zmniejszeniem si¢ w tych komorkach ilosci
biafek kurczliwych, co z kolei prowadzi do poglebienia si¢ za-
burzen reaktywnosci tetnic i powstania btednego kofa choro-
bowego.

Pojawieniu si¢ mniej dojrzatych miocytdw syntetycznych moze
towarzyszy¢ rowniez przebudowa macierzy zewnatrzkomor-
kowej spowodowana ich wzmozong aktywnoScia wydzielni-
cza. Synteza przez KMGN nowych sktadnikow macierzy ze-
wnatrzkomorkowej mogtaby prowadzi¢ do zmian w jej sktadzie
i wlasciwosciach, co z kolei moze wywotywac odrywanie si¢
komorek od podtoza, uruchomienie w nich szlaku apoptozy
i obumieranie na drodze anoikis.

HIPOTEZA 2. — CADASIL JAKO PROTEINOPATIA

Druga hipoteza patogenetyczna zaktada, ze CADASIL - po-
dobnie jak choroba Alzheimera, Parkinsona czy Huntingtona
- jest proteinopatig spowodowang toksycznym wplywem od-
ktadajacych sie w Scianie naczyf ztogéw N3-ECD i GOM.

W CADASIL-u w wyniku mutacji NOTCH 3 liczba reszt cy-
steinowych w powtarzalnych sekwencjach EGF biatka Notch 3
staje si¢ nieparzysta. W warunkach prawidtowych reszty te po-
taczone sg trzema mostkami siarczkowymi. Nieparzysta licz-
ba reszt cysteinowych sprawia, ze jedno z wigzafi siarczkowych
jest wolne, co moze prowadzi¢ do nieprawidtowego fatdo-
wania si¢ faficucha polipeptydowego (folding) podczas proce-
su syntezy biatka i zmian w budowie przestrzennej czasteczki
Notch 3. Zwykle biatka o nieprawidtowej budowie sg usuwane
z komdrki przy udziale systemu ubikwityna-proteasom. Z nie-
znanych przyczyn nieprawidfowemu biatku Notch 3 udaje si¢
unikng¢ skierowania na droge degradacji i pojawia si¢ ono na
powierzchni komorki. W hodowli KMGN pochodzacych od
pacjentdéw chorych na CADASIL stwierdzono nieprawidtowa
ekspresje 11 roznych biafek, ktore uczestnicza miedzy innymi
w procesie tworzenia trojwymiarowej struktury biatek i ich de-
gradacji®?. Moze to wskazywaé, ze w CADASIL-u dochodzi
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zarowno do zaburzen w procesie fatdowania si¢ biafek, jak
i nieprawidtowego funkcjonowania systeméw eliminujacych je
z komorki. Obecnos¢ tych drugich zaburzef potwierdzajg
wyniki badaf, w ktorych po zastosowaniu zwiazkow blokuja-
cych funkcje proteasoméw komorki wykazujace ekspresje zmu-
towanego Notch 3 obumieraly znacznie szybciej niz komorki
prawidiowe.

Nieprawidtowa budowa Notch 3 moze blokowa¢ proces jego
endocytozy®? (rys. 2), co prowadzi do gromadzenia si¢ w Scianie
naczyh ztogow N3-ECD. Prawidtowe biatko Notch 3 posiada
zdolnos¢ taczenia si¢ w wigksze czasteczki i tworzenia oligo-
mer6w 1 multimeréw biatkowych, a proces ten zachodzi przy
udziale mostkow siarczkowych. Badania wykazaly, ze powsta-
te w wyniku mutacji nieprawidfowe biatko Notch 3 wykazuje
nasilong tendencj¢ do spontanicznej multimeryzacji i tworze-
nia duzych agregatow biatkowych®>. Moze to wyjasniac, dla-
czego w CADASIL-u dochodzi do gromadzenia si¢ zlogow
GOM i N3-ECD. Nie wiadomo jednak, czy pierwsze powsta-
ja ztogi GOM czy N3-ECD. By¢ moze ztogi GOM tworza sie
na powierzchni komorek wtornie do obecnoSci zmutowanego
Notch 3, ktéry moze dziatac jak ziarno nukleacji, rozpoczyna-
jac proces tworzenia si¢ wiokienek, a potem agregatow biat-
kowych. Obecne na powierzchni komérek ztogi GOM moga
z kolei wplywac¢ na przyleganie i relacje komorka — macierz ze-
wnatrzkomorkowa, prowadzac do obumierania komorek na
drodze anoikis.
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