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1. Uvod

Prehistorie lysosomalniho systému

Koncem 19. stoleti byla publikovana prvni klinicka pozorovani (Dr. Warren Tay, Dr. Bernard Sachs, Dr.
Philippe C. E. Gaucher) zavaznych a progresivnich vrozenych onemocnéni (pozdéji oznacenych za
m.Tay-Sachs a m.Gaucher) provazenych téZkou neurologickou symptomatologii a zvétSenim visceralnich
organli (zejména sleziny), kterd byla v nasledném stoleti zafazena mezi tzv. lysosomalni stfadaci
onemocneéni.

P.C.E. Gaucher: De I’epithelioma primitiv de la rate. (These de Paris, 1882, (these studenta mediciny))
W. Tay: Symmetrical changes in the region of the yellow spot in each eye of an infant.
(Trans.Ophthalmol.Soc. 1:155, 1881)

B. Sachs: A family form of idiocy, generaly fatal associated with early blindness. (J.Nerv.Ment.Dis.
21:475, 1896)

Klinicka pozorovani celé fady dalSich, podobné zavaznych a v urcitych aspektech, vzajemné si
podobnych patologickych stavii, se objevila v pribéhu prvni poloviny 20. stoleti. V této dobé nemohla
byt tato onemocnéni spojovana s poruchou lysosomalniho systému, ktery jesté nebyl objeven. Nicméné
biochemici prispéli poznanim, Ze se v postizenych organech, mnohdy vyrazné zvétSenych
(organomegalie), akumuluji (stfadaji) lipidy, takZe vznikl obecny pojem "stfadaci onemocnéni", coz je
dnes vysvétlitelné tim, Ze se dané latky hromadi ve vymezeném bunécném kompartmentu a nedifunduji
télesnymi tekutinami, jak je tomu u mnoha jinych geneticky podminénych metabolickych poruch.



Vlastni historie lysosomalniho systému

svém inauguracnim projevu, "membrane endowed intracellular granules rich in hydrolytic enzymes".
Tato granula obdanda membranou a bohata na hydrolytické enzymatické aktivity pojmenoval lysosomy
("lyticka téliska"). Tato definice lysosomi vznikla v roce 1955 a vychézela ze strukturadlnich poznatki
transmisni elektronové mikroskopie a biochemickych méfeni aktivit hydrolytickych enzymt po predchozi
frakcionaci bunécnych organel. Kombinace pristupti morfologickych a biochemickych dovolila definovat
bunécnou organelu.

C. de Duve et al.: Tissue fractionation studies 6. Intracellular distribution patterns of enzymes in rat-liver
tissue. (Biochem. J. 60: 604-617, 1955)

S. Goldfischer, E. Essner,A.B. Novikoff: The localization of acid phosphatase activities at the level of
ultrastructure.( J. Histochem. Cytochem. 12: 72-95, 1964)

Po tomto "velkém tfesku" se postupné rozvinuly znalosti o struktufe a funkci lysosomalniho systému do
neobycCejné Site. Poznatky byly obohaceny i cilenym studiem genetickych poruch lysosomalniho systému,
diky kterému byly identifikovany proteiny, jejichZ funkce je doposud malo zndma a které jsou predmétem
intensivnich studii. V tomto textu je podan ptehled soucasného stavu poznani lysosomadlni biologie a
patologie bez ambice o prezentaci vSech znamych molekuldrnich detailti a v soucasnosti ovérovanych
hypotéz. Text by mél pomoci preklenout stile se rozSifujici mezeru mezi praktickou medicinou a
zakladnim vyzkumem. Je k disposici vSem, ktefi maji zajem a motivaci udrZet si kontakt s pokrokem
v této oblasti biomediciny.

Zacatek moderni klinické historie lysosomalnich poruch

K propojeni obecné biologické znalosti o existence intracelularntho membranového kompartmentu
bohatého na hydrolytické enzymové aktivity s realitou klinicky popsanych, ale kauzalné nepochopenych
klinickych fenotypti stfadani, doSlo vroce 1963, kdy byl asociovan fenotyp Pompeho nemoci
s enzymatickym deficitem lysomdlni a-glukosidasy. Ten samy rok byla podobnad asociace prokazana
v pripadé tzv. metachromatické leukodystrofie (deficit enzymatické aktivity lysosomalni arylsufatasy A).

H.G. Hers: Alpha-glucosidase deficiency in generalized glycogen storage disease (Pompe’s disease).
(Biochem.J. 86: 11-16, 1963)

J.H. Austin et al.:A controlled study of enzymatic activities in three human disorders of glycolipid
metabolism. (J.Neurochem. 10:805, 1963)

Ke dnesSnimu dni bylo takto asociovano vice nez 50 dédi¢nych onemocnéni (a to aZ na urovenn DNA
defektu), jejichZ spoleCnym jmenovatelem je néjaka forma postiZeni lysosomalni biologie (ne vZdy
v souvislosti s biochemickym deficitem enzymatické aktivity), provazend, ve vétsi ¢i menSi mife,
rozvojem bud lysosomalniho stfadani, nebo procesu morfologicky podobného. V roce 2011 jsme
schopni, na rozdil od konce 19. stoleti, a to je jisté zasadni pokrok, vySe uvedeny pocet lysosomalnich
sttadacich onemocnéni definovat a precizné diagnostikovat (i prenatalné) na celé skale turovni
(klinickych, zobrazovacich, histomorfologickych, biochemickych a molekularné genetickych).

Co lze jeSté v oblasti patologie lidskych lysosomalnich stfadacich onemocnéni studovat, kdyZ je vSe
zakladni definovano? Komplexni patogenezi téchto stavli, coZ je nutny predpoklad k dal$imu rozvoji

definovaného"



2. Seznam zkratek

AFCS - acquired foam cell syndrome; AMPA - a-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole-propionic
acid; AMRF - action myoclonus renal failure syndrome; AP - adaptorovy protein; APC - antigen
presenting cells; ASC - apical sorting compartment; Atg - autophagy related genes; ATP7B - ATPase 7B;
BLOC - biogenesis of lysosomes-related organel complexti; CESD - cholesteryl ester storage disease;
CMA - chaperon mediated autophagy (chaperony zprostfedkovand autofagie); COPII -coatomer protein
II; CURL - compartment of uncoupling of receptors and ligands; DMP - dédi¢né metabolické poruchy;
DMT 1 - divalent metal transporter 1; ECV - endocytotic transport vesicles; ELS - endosomalni
lysosomalni systém; EM - elektronova mikroskopie; ER - endoplasmatické retikulum; GB3 -
globotriaosylceramid; GSD type II - glycogen storage disease type II; HE - barveni hematoxylinem
eosinem; HPS - Hefmansky-Pudlak syndrom; HFE - high iron Fe; HO1 - hemoxygenasa 1; Ig -
imunoglobuliny; LAMP2 - lysosomal associated membrane protein 2; LC3B-I a II - microtubule-
associated protein light chain 3; LIMP2 - lysosomal integral membrane protein 2; LRO - lysosomal
related organelles; LYST protein - lysosomal trafficking protein; M-6-P - manosa-6-fosfat; MALS -
macroautophagy/lysosomal systém; MHC - main histocompatibility complex; ML - mukolipidosa; M-P -
manosa-fosfat; MPR - M-6-P receptor; MPR46/CD-MPR - kation dependentni M-6-P receptor o
molekulové hmotnosti 46 kDa; MPR300/CI-MPR - kation independetni M-6-P receptor o molekulové
hmotnosti 300 kDa; MPS - mucopolysaccharidosis (mukopolysacharidosa); NB-DNJ - N-butyl-
deoxyjonojirimycinem; NCL - neuronalni ceroid lipofuscinosa; NPC - Niemann-Pickova choroba typ C;
NRAMP 1 - natural resistance macrophage-associated protein 1; OXFOS - oxidativni fosforylace; PAF -
permanganat-aldehydfuchsin; PAS - perdiodic acid Schiff; PPT - palmitoyl protein thioesterasa; PSAP -
prosaposin; RARS - refractory anemia with ring sideroblasts; Rab -Rab - GTPase (rabbit-like); RER -
rough endoplasmic reticulum; RNAse t2 (RNASET2) - ribonukleasa T2; SAP - saposin - sphingolipid
activator proteins; SB - sudan black B; SNARE -soluble n-ethyl maleimide sensitive attachment proteins
receptor; SRT - substrate reduction therapy; TAP - transporter associated with antigen processing; TFEB
- transcription factor EB; TPP1 - tripeptidyl peptidasa 1; UPS - ubiquitin proteasomovy systém

3. Endosomalné lysosomalni systém (ELS) — fyziologie
Proc ELS a nikoliv lysosomy?

Definici lysosomti Christiana De Duvea z roku 1955 je tieba s ohledem na stav souCasného poznani
modifikovat. Lysosomy jsou zajisté stale "membranou obdana granula s vysoky obsahem hydrolytickych
enzymu". To, co se zménilo, je objem informaci svédcicich pro skute¢ny rozsah dynamiky lysosomalniho
membranového systému a vztaht lysosomil k jinym intracelularnim kompartmentiim ¢i signalizacnim
draham. V souvislosti se skutecnosti, Ze hlavni, nikoliv vSak jedinou, cestou substratového toku do
lysosomii je endocytosa, jsou lysosomy logicky funkcné spojovany zejména s touto drahou, proto
oznaceni - endosomalné lysosomalni systém (ELS). V ramci kaskady endocytosy jsou lysosomy finalni
degradativni etazi, ktera velice tzce komunikuje s urovni pozdniho endosomu, jenZz je skuteCnou
integrativni trovni ELS (viz niZe), kde se styka nové syntetizovany funkcni proteom sméfovany
z Golgiho aparatu se vSemi vstupnimi substratovymi drahami (endocytosa, fagocytosa, autofagocytosa).

Koncept ELS predstavuje dynamicky, mnohocetny a nékolika etdaZovy cytoplasmaticky vakuolarni
kompartment pfitomny ve vSech buiikach. Historicky nejdéle zndmou funkci je funkce degradacni, a to
jak latek prichazejicich do burnky z extracelularniho prostoru (endocytosa a fagocytosa), tak i substratd
intracelularnich (autofagocytosa). Timto zplsobem ziskavaji bunky zdroje nejen pro vlastni
metabolismus, ale zarovein se vyznamné podileji na regulaci celé fady extracelularnich komponent (napr.
sérovych proteinii nebo extracelularni matrix). ELS se dale vyznamné podili na degradacni Casti obratu
cytoplasmatickych komponent vcCetné bunécné membrany. Spolu s proteasomem (UPS) se tcastni
intracelularni degradace chybnych proteinovych konformerti. Vsechny tyto degradacni hydrolytické
procesy jsou realisovany baterii nékolika desitek kyselych hydrolas (viz niZe), jejichZ funkci je rozklad



biokonjugéatti, pficemz produkty téchto reakci jsou recyklovany.

Koordinace toku lumindlniho a membranového materidlu v ramci ELS ma zasadni vyznam, ale stale je
jesté nedostatecné prostudovana. ELS vyznamnym zplisobem spoluzajiStuje prostiednictvim redistribuce
a recyklace (t.j. nedegradativni funkce) biologického materidlu zdkladni bunécnou homeostasu. Velka
hydrofobni nebo hydrofobni-hydrofobni) anebo interakce protein-proteinové a protein-membranové.
Pravé s ohledem na miru a rozsah membranovych a proteinovych interakci ELS v burice, 1ze tento systém
povaZovat za urCity centrdlni koordinator zejména lipidniho metabolismu ve smyslu degradace a
recyklace resp. redistribuce. S védomim faktu, Ze vyznamnymi lysosomadlni substréaty z této skupiny jsou
latky typu cholesterolu ¢i gangliosidli, které jsou naprosto esenciadlni pro organizaci celé fady na
membrany vazanych signalizacnich drah, dostava intracelularni funkce ELS daleko SirSi rozmér jdouci
nad ramec ptivodni definice Christiana DeDuvea. Zvlastni funkci, kterou i tento text uvadi samostatné, je
biogenese systému sekrec¢nich organel blizkych lysosomtim (LRO), ktery s ELS sdili fadu molekularnich
charakteristik.

Pouziti pojmu:

Snahy o statickou popisnou stratifikaci ELS, ktery je ze své biologické podstaty enormné proménlivy
svou mnohosmeérnosti transportu nakladt a vlastnich biologickych membran, mohou vést k nechténym a
problematickym zjednoduSenim a obsahovym zkratkdm. Samotné oznaceni ELS je z podstaty nepresné,
jelikoZ odrazi pouze jeden (sice kvantitativné nejvyznamnéjsi) ze zdkladnich tokd substrati urcenych
k degradaci. Obecny koncept rozdélujici ELS na definované vesikularni populace (Casné, recyklujici a
pozdni endosomy a lysosomy, viz niZe) by mél vidy byt prijiman se znalosti realné dynamiky a
proménlivosti celého tohoto membranového systému. Tésné funkcni a prostorové propojeni pozdné
endosomalniho kompartmentu (manosa-6-fosfat (M-6-P) positivni) a lysosomii ( M-6-P negativni) vedlo
k zavedeni ¢asto pouZivaného pojmu - pozdni endosom(y)/lysosom(y) (late endosomes/lysosomes).

Tento text nema za cil vénovat se extenzivné casnym fazim endocytosy, proto jsou pojmy ELS,
pozdné endosomalni/lysomalni a lysosomalni, pouZivany v ekvivalentnim smyslu.

3.1. Biogenese ELS

Komplexita biologického systému ELS bude v ramci tohoto textu vysvétlena na podkladé jeho biogenese,
pficem?7 z podstaty funkce ELS neni moZné oddélit strukturalni sebeobnovu této organely od biologie
intracelularnich mechanismti a drah zajistujicich import substrati urcenych k degradaci a recyklaci
produktti této degradace. ELS je podobné jako ostatni membranové organely maternalniho ptvodu.

Proto, aby ELS fungoval jako jedno z degradacnich a recyklacnich center eukaryotické buriky, je tfeba,
aby byl ELS jako organela strukturalné ustaven, tzn. je nutna trvala strukturné biologickd obména ELS
proteomu cilenym vesikularnim transportem membranovych i luminalnich komponent z oblasti trans-
Golgi po predchozi syntese v ER. Cast ELS proteinti se miize do ELS dostavat (jako forma specifické
retence a zpétného zacileni) z jinych intracelularnich kompartmentd (napf. z cytoplasmatické membrény)
¢i extracelularniho prostoru (viz nize).

Biogenesi je mysSlen souhrn vSech mechanismi zajistujicich koordinovanou strukturalni a
proteomickou sebeobnovu ELS a zaroven tak souhrn drah zajiStujich prisun biologickych
substratti urcenych k degradaci do ELS. Uzce jsou na tento systém dale napojeny drahy urcené k
intracelularni recyklaci produktii subtratové degradace z ELS (Schéma 1).

Proteom ELS (v detailu niZe) lze pro zjednoduSeni obecné rozdélit na skupinu luminalnich solubilnich
proteinii (naprostd vétSina lysosomalnich hydrolas) a skupinu proteinti fungujicich v lysosomalni



limitujici membrané. Celd Fada lysosomalnich proteinti, byt solubilnich, funguje v tésné asociaci
s hydrofobnimi lipidickymi fazemi membranové povahy, proto pro svou funkci velmi Casto potiebuji
zprostiredkujici aktivator (v detailu niZe).

Biokonjugaty (substraty) urcené k degradaci v ELS (Schéma 2) pochézeji z:

1. extracelularniho prostoru, ze kterého se dostavaji do builky mechanismem vice ¢i méné
selektivni endocytosy a fagocytosy. Touto cestou je zpracovan prisun vysokomolekularnich latek z
extracelularniho prostoru, vcetné bunék urcenych k likvidaci. Touto cestou je zpracovan prisun
vysokomolekularnich latek , vcetné bunék urCenych k likvidaci. v membranou ohraniceném
prostoru endocytickych vackd, resp.fagosomt, které jsou derivatem bunécné membrany. Osud
téchto vackt vcetné jejich obsahu je rizny. Kvantitativné nejvyznamnéjsi a relativné dobre
definovana je jejich postupna degradace v ELS. Vedle funkce degradativni je zejména na Casné
faze endocytosy vazana celd fada signalizacnich intracelularnich drah, kterym se vSak v ramci
tohoto textu nebudeme vénovat.

2. vyznamnym zdrojem biopolymerti urcenych k degradaci je wvlastni cytoplasma, tzn.
intracelularni prostredi. Fysiologickym degradativnim mechanismem neustalé sebeobnovy
cytoplasmy je autofagocytosa.

3.1.1. Strukturalni a proteomicka biogenese ELS (pozdnich
endosomul/lysosomil)

Historicky pohled na lysosomalni biologii dlouhou dobu akcentoval biochemické aspekty souvisejici s
aktivitami solubilnich lysosomalnich hydrolytickych enzymi. Soucasny stav poznani a nahledu na
proteomiku ELS (mysleno pozdnich endosomii/lysosomt) je nutno rozSifit predevSim o skupinu
integralnich membranovych proteinti limitujici lysosomalni membrany. VétSina proteind z této skupiny
nema katalytickou funkci (i presto jejich geneticky podminéné defekty vedou k rozvoji nékterych
lysosomalnich stfadacich onemocnéni, viz niZe). V této souvislosti povazujeme za nutné uvést obecnéjsi
aspekty bunécné biologie syntesy, posttranslacnich modifikaci, a dale specifikovat zpilisoby
intracelularniho cileni proteinti do ELS (pozdnich endosomi/lysosomi).

Pozdné endosomalni/lysosomalni proteom savcich bunék zahrnuje priblizné 60-100 lumindlnich
(solubilnich nebo solubilnich, ale s membranami asociovanych) prevazné hydrolas o rtizné substratové
specificité (proteasy, nukleasy, glykosidasy, lipasy, fosfolipasy, fosfatasy a sulfatasy). Kyselé
intralumindlni pH pozdnich endosomi/lysosomt nutné pro optimalni enzymatickou funkci vétSiny téchto
hydrolas je zajistovéno biologickou aktivitou tzv. vakuoldrni H*ATPasy a chloridovym proteinovym
kanalem (v obou pripadech se jedna o rezidentni proteiny lysosomalni limitujici membrany).

Vedle luminalnich hydrolas maji pozdni endosomy/lysosomy jeSté membranovy proteom Citajici dalSich

130-150 proteinti véetné jiz dfive uvedené H*ATPasy a Cl- kanalu. Mezi membranovymi proteiny jsou
nejhojnéji zastoupené vysoce glykosylované lysosomalné asociované membranové proteiny (LAMP1 a 2)
a lysosomalni integralni membranové proteiny (LIMP). Vysoky stupeni glykosylace téchto proteini s
vyznamnym podilem obtizné degradovatelnych polylaktosaminti mutze slouzit, mimo jiné, jako
protektivni bariera chranici lysosomalni limitujici membranu pred agresivnimi luminalnimi hydrolasami.

Pro tvodni shrnuti - celkovy pozdné endosomalni/lysosomalni proteom (odhadované pocty uvedeny
v zavorkach) je tvoren jak luminalnimi hydrolasami (60-100), tak lysosomalnimi membranovymi
proteiny (130-150).

Cileni proteinii do ELS (pozdnich endosomii/lysosomii)

Lysosomalni hydrolasy a lysosomalni membranové proteiny jsou syntetizovany na ribosomech vazanych



na cisterny RER obecné znamym zptisobem (uvadime pouze stru¢né shrnuti).

ER importni signalni sekvence (kotranslacné kotvené do membrany RER) solubilnich lumindlnich
hydrolas jsou v nové syntetisovanych proteinech lokalisovany N-terminalné. Po skonceni nebo nékdy jiz
v pribéhu translace nového proteinu do cisteren RER jsou signalni sekvence signalni peptidasou
odstépeny (vyjimkou miZe byt nap¥. kyseld fosfatasa viz nize). U lysosomalnich membréanovych proteinti
mohou byt tyto sekvence interni v zavislosti na transmembranové orientaci individudlniho proteinu.
Lysosomalni proteiny se v ER inicialné sbaluji (jsou konformovany do stabilnich forem) s pomoci ER
rezidentnich proteinovych chaperonovych interak¢nich siti. Sbalovany jsou nejen solubilni luminalni
proteiny, ale i extramembranové domény (obracené do ER i do cytosolu) integralnich membranovych
proteinti. V ER jsou proteiny také inicidlné glykosylovany, coZz také souvisi s jejich konformacnim
vyzravanim. V pripadé dosaZeni stabilniho konformacniho stavu a po kontrole jeho kvality (znovu
zajiStovano ER rezidentnimi proteinovymi chaperony) opoustéji lysosomalni proteiny ER skrze COPII
vystupni mista v oplasténych vaccich (ER/Golgi intermediaty) smérem k cis-Golgi cisterné. Tento obecny
mechanismus (ER residentni sbalovani lysosomalnich proteini) se v dneSni dobé stal cilem jak
experimentalnich terapeutickych pristupi tak i klinickych terapeutickych aplikaci (viz nizZe).

Na tomto misté stoji za zminku specificka posttranslacni tprava celé skupiny lysosomélnich sulfatas (arylsulfatasa A a B,
idurondt 2-sulfatasa, sulfamidasa, galaktoso-6-sulfatasa, N-acetylgalaktosamin-4-sulfatasa a glukosamin sulfatasa) v ER
vytvorenim jejich spolecného aktivniho centra (enzymova preména cystinu na formylglycin). Molekularné geneticky dédicny
defekt proteinu odpovédného za tento typ posttranslacni modifikace je podkladem tzv. polysulfatasového deficitu (multiple
sulphatase deficiency, viz niZe).

V cisternach Golgiho aparatu jsou pozdné endosomalni/lysosomalni proteiny glykosylovany, a po
vystupu z trans- Golgi cisterny jsou vesikularnim transportem cileny do pozdnich endosomd, kde se
setkavaji, v pfipadé luminalnich hydrolas, se svymi substraty (viz niZe). Transport probiha ve vazbé na
transmembranovy receptor (viz niZe). Nékteré lysosomalni proteiny mohou vytvaret jesté dalSi transportni
komplexy, na ptiklad se miizZe jednat o komplex [(-galaktosidasy, neuraminidasy, N-acetylgalaktosamin
6-sulfdat sulfatasy a protektivniho proteinu/katepsinu A.

Jak jiZ bylo zminéno, vétSina solubilnich luminalnich lysosomalnich hydrolas je v Golgiho aparatu dale
posttranslacné glykosylovana ¢i sulfatovana. Dal§i vyznamnou, vtomto piipadé post-Golgi,
posttranslacni modifikaci je intralysosomalni proteolytické Stépeni celé fady lysosomalnich hydrolas,
typicky se jedna tfeba o Stépeni prekurzorové molekuly prosaposinu (viz niZe).

Ve smyslu glykosylace jsou solubilni ELS hydrolasy modifikovany N-vazanymi oligosacharidovymi
fetézci s vysokym obsahem manosy. NejvyznamnéjSim krokem celé sekvence glykosylacnich
posttranslacnich modifikaci solubilnich lysosomalnich proteini je syntesa manosa-6-fosfatovych (M-6-P)
znaCek, ktera probiha ve dvou po sobé jdoucich enzymatickych krocich. V prvnim kroku jsou
lysosomalni enzymy fosforylovany N-acetylglukosamin-1-fosfatem na C6-hydroxylovych skupinach
nékterych manosovych zbytkd. Katalysitorem této reakce je enzym UDP(uridindifosfdt)-N-
acetylglukosamin-1-fosfotransferasa (fosfotransferasa). V druhém kroku je N-acetylglukosamin odStépen
enzymem N-acetylglukosamin-1-fosfodiester a-N-acetylglukosaminidasou (fosfoglykosidasa). Tato druha
reakce odhali M-6-P znacku, ktera tak mtize byt rozpozndna MPR v mebranach trans-Golgi aparatu.
K M-6-fosforylaci dochazi na ELS proteinech predilekcéné v oblastech s koncentraci 2-3 lysinovych
zbytkd ve vzdjemné vzdélenosti 34 A. Multiplikace M-6-P znacek na jedné molekule lysosomélniho
proteinu zvySuje afinitu pro M-6-P receptory - MPR (taktéZ vyuZivano v terapeutickych aplikacich, viz
niZze). Geneticky podminény deficit této casti glykosylacni sekvence (tvorba M-6-P znacky)
lysosomalnich proteinid je pric¢inou mukolipidosy typ II (viz niZe).

MPR vazi lysosomalni hydrolasy svymi luminalnimi doménami orientovanymi do trans- Golgi cisterny.
Transportni vacky nesou tyto proteinové komplexy do pozdnich endosomt, kde vlivem nizSiho pH
komplex enzym/MPR disociuji, a receptory jsou recyklovany zpét do trans-Golgi nebo na
cytoplasmatickou membranu (za dcasti nedavno identifikovaného proteinu retromeru). Pf¥itomnost MPR
na cytoplasmatické membrané zajiStuje vychytavani lysosomélnich proteinti, které se dostaly do
extracelularniho prostoru. Jeden ze zplisobl, jak se ELS proteiny nesouci M-6-P znacku do
extracelularniho prostoru mohou dostat, je jejich konstitutivni sekrece. Predpoklada se, Ze ~ 5-20%



lysosomalnich proteind unikne specifické vazbé na MPR v trans-Golgi. DalSim mechanismem miZze byt
exocytosa lysosomi jakoZto organely (viz niZe).

Biologie MPR je velmi komplexni. Byly identifikovany dva typy MPR: kation dependentni MPR o molekulové hmotnosti 46
kDa (MPR46/CD-MPR) kation independetni MPR o molekulové hmotnosti 300 kDa (MPR300/CI-MPR). MPR46/CD-MPR
ma jedno M-6-P vazebné misto zatimco MPR300/CI-MPR ma 2 M-6-P vazebna mista. MPR jsou v burice lokalisovany
zejména Vv trans-Golgi aparatu, endosomech a na cytoplasmatické membrané (zde konkrétné 3-10% celkového bunécného
MPR). Naopak MPR nejsou pritomny diky recyklaci do trans-Golgi v lysosomech (viz vySe).

Pouze MPR300/CI-MPR funguje na cytoplasmatické membrané jako receptor pro internalizaci extracelularnich M-6-P
proteinti (vyuZivano v terapii lysosomalnich stfadacich onemocnéni, viz nizZe). MPR300/CI-MPR maé jesté dalsi ligandy (napf.
insulin like growth factor II, retinové kyselina a dalsi).

Transportu mezi trans-Golgi a ELS se tcastni oba typy MPR a to pro vSechny M-6-P znacené ELS proteiny. Existuji vSak
ur¢ité molekuldrné preferované interakce - MPR46/CD-MPR + RNAse t2 nebo heparanasa a MPR300/CI-MPR + a-
manosidasa nebo katepsin D.

Velmi vyznamnym, a znovu, doposud nedofeSenym bodem ELS biogenese je znalost mechanismii
odstépovani M-6-P znacky takto diive modifikovanych proteind. Skutecnosti je, Ze M-6-P defosforylace
neprobiha ve vSech bunécnych typech stejné intensivné, dokonce lze predpokladat, Ze ELS systém
individualni buriky mtiZze byt v tomto smyslu funkcné stratifikovan (viz nize).

Nékteré lysosomalni hydrolasy jako katepsin B, kyseld alfa-glukosidasa nebo lysosomdlni kyseld
fosfatasa jsou transportovany do pozdnich endosomii/lysosomti ve svych prekurzorovych formach a
dochazi na nich k autokatalytickym ¢i jinak zprostfedkovanym (napf. jinymi residentnimi proteasami)
proteolytickym Stépenim do aktivnich forem.

Zajimavym a v mnoha ohledech netypickym je pfipad lysosomdini kyselé fosfatasy, ktera je jednim z nejdéle znamych
lysosomélnich proteinti ze skupiny hydrolas (viz vySe). Lysosomdlini kyseld fosfatasa je koédovana genem ACP2 (lokalisovan
na chromosomu 11) a je inicidlné syntetisovana jako transmembranovy protein. Do ELS je cilena nepfimo pfes
cytoplasmatickou membranu. V pribéhu cileni tohoto proteinu do ELS dochéazi k sérii proteolytickych posttranslacnich tprav.
Prvy odstépeny peptid u kyselé fosfatasy je v Casti enzymové molekuly, orientované do cytosolu. Druhou dpravou je odStépena
Cast orientovand do lumen lysosomu. Touto druhou dpravou se stdvd z pevné transmembranové vazaného enzymu volny
solubilni enzym. Paradoxné neni funkce kyselé fosfatasy plné objasnéna. Vedle uvedené lysosomdlini kyselé fosfatasy existuje

jesté (jako jeden z vétsi skupiny) tzv. tartardtrezistentni kyseld fosfatasa neboli uteroferrin. Jedna se o ELS protein, ktery je
kédovan genem ACPS5 (lokalisovan na chromosomu 19), a v ELS, podle vSech dostupnych informaci, katalysuje (nemusi byt
jediny) odstépovani M-6-P znacek. Pfitomnost tohoto proteinu v ramci ELS neni homogenni, coZ alespon Castecné vysvétluje
intracelularni variabilitu v mife M-6-P defosforylace ELS residentnich proteind.

Vedle MPR cesty cileni lysosomalnich proteinti existuji jesté alternativni formy selektivniho transportu
proteint do tohoto bunécného kompartmentu. Prosaposin, prekurzor ¢tyt lysosomalnich saposint (A-D),
kyseld sfingomyelinasa, GM2 aktivdtorovy protein a katepsiny A a H sdileji spolecny intracelularni
receptor sortilin pro cileni do pozdnich endosomdi.

B-glukocerebrosidasa vyuZziva pro své cileni do pozdnich endosomii/lysosomii lysosomalni integralni
membranovy protein 2 (LIMP2). Geneticky deficit LIMP2 ma tedy, mimo jiné, také parametry
lysosomalni absence 3-glukocerebrosidasy (viz niZe).

Aktivatory lysosomalnich enzymii. Pro spravnou funkci lysosomalnich enzymi Stépicich sfingolipidy
jsou nezbytné tzv. saposiny (odvozeno od SAP - sphingolipid activator protein), polypeptidy nutné k
dokonalé interakci substratu s enzymem. Jsou znamy ctyti hlavni saposiny (A-D), syntetisované ve formé
spolecného prekursoru prosaposinu (PSAP). Jsou vice ¢i méné specifické pro nékteré ze
sfingolipidhydrolas (napt. saposin C pro [-glukocerebrosidasu, saposin D pro ceramidasu). Genetické
deficity PSAP a jednotlivych SAP proteini jsou popsany niZe. Specifické cileni PSAP do pozdnich
endosomil/lysosomii je zprostiedkovano sortilinem, je tedy MPR nezavislé.

Lysosomalni hexosaminidasa ma sviij vlastni aktivator syntetisovany nezavisle na prosaposinu. I tento
aktivator mtiZe byt postiZen hereditarni mutaci. Popis prisluSného klinického fenotypu je podan nizZe.

U nékterych z enzymt jsou zndmy proteinové protektivni faktory. Dobrym prikladem mtze byt katepsin



A (do lysosomt je cilen prostfednictvim sortilinu). Popis genetického deficitu tohoto proteinu je uveden
niZe.

Jiny mechanismus, nez transport s pomoci MPR, vyuZivaji lysosomalni membranové proteiny.
Jejich specifické cileni do pozdnich endosomi/lysosomii je zprostiedkovano tyrosinovymi a
dileucinovymi motivy v jejich cytosolicky orientovanych C-koncich a interakci s celou Fadou
adaptorovych proteini (AP) na cytosolické strané trans-Golgi membrany (Schéma 1). Zaroven opoustéji
trans-Golgi cisternu v jiném typu oplasténych vacka (s rozsahlou specifickou proteinovou vybavou), nez
jsou ty, které nesou komplexy s MPR. Rezidentni proteiny ELS membrdan mohou pozdnich
endosomti/lysosomti dosdhnout bud’ pfimo nebo nepfimo prostfednictvim cytoplasmatické membrany.
Dalsi detaily cileni EL.S membranovych proteini presahuji ramec a ucel tohoto textu.

Konecnou fézi Zivotniho cyklu lysosomadlnich proteinti je proteolytickd degradace. Logicky (doposud
nebylo pfimo experimentdlné prokazdno) se nabizi moZnost autodegradativni schopnosti lysosomt
nejspiSe prostfednictvim autodegradace jejich membran vchlipovanim a odSkrcovanim (podobné jako u
multivesikularniho téliska). V procesu degradace ELS nelze vyloucit i i¢ast MALS (makroautofagie).

Transkripcni regulace produkce lysosomélnich enzymt byla dlouhou dobu mélo prozkoumand, i kdyZ existovala cela fada
indicii svédcicich pro koordinovanou a spolecnou expresi celé fady lysosomalnich proteinti. Revolu¢nim je v tomto pohledu
v nedavné dobé publikované zjisténi, Ze vétSina lysosomdlnich gend podléha spolecné transkripcni regulaci zprostfedkované
transkripnim faktorem TFEB (transcription factor EB). S ohledem na tuto skuteCnost je pak moZné o mnoziné gent
kédujicich pozdné endosomalni/lysosomalni proteiny uvaZovat jako o jakési transkripcné propojené a koordinované
exprimované siti, kterd zasadnim zptisobem ovliviiuje biogenesi celého ELS, a to jak za fysiologickych, tak i patologickych
stavli. Dobrym pfikladem vlivu této koordinované TFEB zprostiedkované exprese lysosomalnich proteinii mohou zfejmé byt
situace extrémnich sekundarnich elevaci exprese (hodnoceno nartistem enzymatické aktivity) celé fady lysosomalnich hydrolas
u izolovanych deficitt jiné lysosomalni hydrolasy.

Zjednodusené - jedna lysosomalni aktivita je deficitni a kompensatorné pak dochazi ke koordinovanému nartistu exprese fady
dalsich pozdné endosomalnich/lysosomélnich proteinti (vysledkem je sekundarni elevace ostatnich nedeficitnich
hydrolytickych aktivit).

Vedle TFEB byly popsany i dalsi zptisoby transkripcni regulace exprese lysosomalnich gent. U hlodavct
byla prokazana indukce syntesy [3-glukuronidasy androgeny. Déle je zndmo, Ze estrogeny snizZuji sekreci
lysosomalnich enzymt osteoklasty, zatimco v mlécné Zlaze indukuji produkci katepsinu B (lysosomalni
proteinasa). U krys byla popsana pfima positivni regulace prostatické kyselé fosfatasy testosteronem na
drovni transkripce.

Lysosomalni enzymy mohou byt secernovany do extracelularniho prostoru. Jak jiZ bylo uvedeno,
urcita a nezanedbatelna frakce lysosomalnich enzymt je mechanismem konstitutivni sekrece exportovana
do extracelularniho prostoru i za normalniho stavu (viz vySe). Konstitutivni sekrece lysosomalnich
enzymu je fyziologicky vyrazné pritomna v fadé bunécnych typti, zejména v mesenchymu. Tento proces
miiZe byt vSak také vyznamné zvySen, zejména u nadorové transformovanych bunék. Lze predpokladat,
Ze rozhodujici molekularni alteraci v téchto buiikdch (nddorovych) je sniZeni syntesy M-6-P znacky
nezbytné pro cileni enzymu do pozdné endosomalniho/lysosomalniho systému.

Klasickym piikladem bunék s vysokou mirou konstitutivni sekrece lysosomadlnich enzymi jsou
osteoklasty. V tomto bunééném typu sekrece lysosomalnich hydrolas (nelze definovat, zda jsou M-6-P
znaceny) dominuje nad jejich cilenim do lysosomalniho kompartmentu.

Zde je vhodné zminit genetickou poruchu, postihujici jeden z lysosomélnich enzymt konstitutivné
exocytovanych osteoklasty - katepsin K. Jeho mutace vede k téZké kostni poruSe - pyknodysostose,
zptisobené nerovnovahou mezi degradaci a syntesou kostni tkané, posunutou ve prospéch osteosyntesy.

Za nejriznéjsSich reaktivnich stavil je zvySovana sekrece lysosomalnich enzymi aktivovanymi makrofdgy,
které jsou transformovany na tzv. epiteloidni histiocyty, znamé ze skupiny tzv. specifickych zanéti. Do
této kategorie svym zplisobem patfi i nékteré stradaci buriky, typicky buiikky Gaucherovy, znamé sekreci
fady cytokini a obrovskych kvant enzymu chitotriosidasy (nelysosomalni enzym). Sekrecni aktivita
téchto bunék je pouZivana jako biomarker zavaznosti (méfeni aktivity chitotriosidasy v plasmée), ale také



efektivity terapie Gaucherovy nemoci (viz niZe).

Aktivace urcitého typu tkanové specifickych rezidentnich makrofagti v ramci lysosomalniho stfadani,
konkrétné mikroglie, je povaZzovana za vyznamny CNS specificky patogeneticky mechanismus u celé
fady lysosomalnich onemocnéni (viz niZe).

Doporucend literatura:
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B.A. Schroder et al.: The proteome of lysosomes. (Protemics 10:4053-4076, 2011)

3.1.2. Substratova biogenese ELS (pozdnich endosomu/lysosomti)

Existuji tfi zdkladni cesty importu substratii do pozdnich endosomi/lysosomi - endocytosa, autofagie a
fagocytosa (Schéma 2). Mira vyuziti téchto tfi zékladnich cest miZe byt riizna v riznych bunécnych
typech.

3.1.2.1. Endocytosa

Endocytosa (Schéma 3) je obecny termin pouZivany pro popis procesu internalisace extracelularni
tekutiny nebo jiného extracelularniho materidlu invaginaci cytoplasmatické membrany. Proces
endocytosy zahrnuje nasledné intracelularni tfidéni, distribuci a recyklaci internalisovaného materialu.
Pojem endocytosa je z bunécné biologického pohledu velmi Siroky a zahrnuje celou fadu molekularnich
variant a sdruzenych signalizacnich cest. Molekularni mechanismy vSech typt endocytosy sleduji obecné
koncepty vesikuldrniho transportu sestdvaji se z naslednych sekvencnich krokid: (i) membranova
invaginace plastovymi proteiny, (ii) uvolnéni transportnich vackd, (iii) recyklace molekul plastovych
proteinti nebo receptort a (iv) vektorialni transport k akceptorovému kompartmentu a fize s nim. V tomto
textu se omezime na endocytosu, ktera predstavuje dominantni zptisob importu extracelularniho materialu
do ELS k degradaci. Tato endocytosa je zprostfedkovana receptory a je indukovana vazbou ligandu na
prislusny receptor. Tim je vysoce efektivni. Tento zpisob endocytosy je, mimo jiné, biologickym
zakladem substitucni enzymové terapie lysosomalnich poruch (viz nize).

Po vazbé ligandu na receptor se vytvari endocyticky vacek, jehoz vytvéareni se zucastiiuje fada proteind,
které téZ urcuji jeho dalSi osud. Neznaméjsi je klathrin, urcujici sfericky tvar, a dynamin, jehoZ funkci je
obtoceni a preruSeni krcku vzniklého vacku (tuto funkci vykonava i mimo endocytosu). Velka serie
dalSich proteinti ztiCastiiujicich se na dynamice a regulaci endocytosy je podrobné rozvedena v prislusné

literature (viz niZe)

Nasledna stadia procesu endocytosy jsou charakterizovana dvéma zakladnimi parametry - molekularnim
tfidénim v definovanych udrovnich endosomadlni drahy (Casné a pozdni endosomy, viz niZe) a
progresivnim poklesem intraluminalniho pH od ¢asnych endosomi k lysosomiim.

Endocytované molekuly jsou z extracelularniho prostoru invaginaci membrany transportovany v
drobnych oplasténych vaccich do casnych endosomi (intraluminalni pH 6.0-6.2). Endocytované
komplexy ligand-receptor pfi tomto pH disociuji a receptory jsou recyklovany zpét k inserci do
cytoplasmatické membrany v recyklujicich endosomech. Z casnych endosomi endocytovany material
postupuje dale ve formé endocytickych transportnich vackt (endocytotic transport vesicles, ECV) po
cytoskeletu do pozdnich endosomii, pri cemz dochazi ke splyvani limitujicich membran a obsahti. PIné
funk¢ni degradacni kompartment pak vznika "maturaci" (jde o dynamicky prechod bez jednoznacného
morfologického rozhrani) provazenou dalSim poklesem lumindlniho pH. (4.5-5.0). Kyselé pH je kritické
pro optimalni enzymatickou funkci lysosomalnich luminélnich hydrolas (viz vyse).



Celkova organizace endosomalni drahy je zaloZena na principu transientnich membranovych interakci a
tiidicich a recyklacnich urovni. Nutno zddraznit, Ze neni jednoznacné doreseno, zda se jedna o postupné
se transformujici (zrajici) membranové kompartmenty, ¢i zda dochazi pouze k propojeni trvalych etazi
procesem vesikularniho transportu.

Jak bylo uvedeno, endocytosa je vlastnosti vSech bunék. Velmi vyrazna je v hepatocytech, epitelu
proximalnich kanalkt ledvin, folikularnich buiikach stitné Zlazy nebo histiocytech. V ramci tohoto textu
bude pouZivan termin endocytosa pouze pro proces receptorové podminéné endocytosy.

Dalsi formy endocytosy

Vedle zminéné klatrin-dependentni endocytosy existuje endocytosa vazana na systém tzv. kaveol,
zprosttedkovavajicich proces tzv. potocytosy (viz niZe). Cilovym ur€enim materialu internalizovaného
timto typem endocytosy neni ELS, ale zejména ER a Golgiho aparat. Tento proces vychazi z kaveol
(jamek) bunécné membrany, bohatych na protein kaveolin. Jsou v nich koncentrovany i membranové
mikrodomény zvané rafty. Tento typ endocytosy je definovan jako klathrin nezavisla endocytosa, ¢imz je
odlisSna od shora uvedené enydocytosy klathrin-dependentni. PovaZuje se za vychodisko transcytosy (viz
niZe). Touto cestou vstupuji do buriky nékteré ligandy (raft dependentni cesta) nebo viry.

Oproti klathrin dependentni a klathrin independentni endocytose, které jsou selektivni pro urcité skupiny
ligandd, existuje takzvand konstitutivni, nespecifickd endocytosa vyjadiena ve vSech bunécnych typech.
Jde o endocytosu extracelularni tekutiny, nazyvanou téZ pinocytosou (endocytosa vodné faze - fluid phase
endocytosis). Neni zavisla na klathrinu

Makropinocytosa je kvantitativné vice vyjadienym procesem pinocytosy, na kterém se ucastni i
cytoskelet vytvarenim klepetovitych vybézki bunétné membrany na povrchu buriky.

Markerem pinocytosy miZze byt kienova peroxidasa, nebo dextran ¢i néktera organicka barviva (Lucipher
Yellow).

Doporucend literatura:
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282:135-163, 2010)

Casny endosom

Jde o systém komunikujicich vesikul a tubulii, ktery prijima endocytotické vacky (Schéma 4). V této Casti
nastava rozpojeni ligandy od receptoru vlivem sniZujiciho se pH uvnitf systému a recyklaci receptoru
transportnim puchyrkem zpét na bunéfnou membranu. V literatufe se lze setkat s nazvem CURL
(compartment of uncoupling of receptors and ligands). Spojnici mezi ¢asnym endosomem a pozdnim
endosomem jsou endosomalni transportni vacky (endosomal carrier vesicles), pucici z Casného
endosomu, tzv. multivesikularni téliska, tvorena tubularnimi vchlipeninami zevni membrany do lumen.
Ukazuje se, Ze na tyto vacky lze pohliZet jako na dynamicky membranovy systém propojeni bunécné
membrany a casného endosomu s pozdnim endosomem. Komponenty urcené k inkorporaci do limitujici
membrany lysosomt jsou lokalizovany v zevni membrané multivesikularniho téliska, komponenty urcené
k degradaci jsou (i) ve spolecném lumen nebo v lumen luminalnich invaginaci, a (ii) v membranach
intraluminalnich invaginaci. Tyto intraluminalni invaginace jsou uvolnény do lumen lysosomu, kde
kompletné podléhaji degradaci. Komponenty zevni membrany multivesikularniho téliska jsou vclenény
do membran lysosomalniho kompartmentu. Strukturné identické multivesikularni télisko muze byt
v urcitych burikach urceno k exocytose, zejména v burikach angaZovanych v regulaci imunitni odpovédi.
V takovém pripadé ma tato struktura funkcni nazev exosom.

Specifickym zplsobem je organizovana endocytickd draha v polarisovanych buikdch, jako jsou epitelie (typicky u
cylindrickych vystelkovych epiteld nebo tramcitého epitelu jater) nebo neurony. Tyto buiiky maji funkcné stratifikovan povrch
své cytoplasmatické membrany (u epitelii apikalni vs. basolateralni povrch; u neurond dendrity a neuronalni soma vs. axon).



Endocytosa z téchto oddélenych povrcht (u epitelii tésnymi spojkami - "tight junctions"; u neuronti proteinovym aparatem
v oblasti tzv. "axon hillock") probiha prostfednictvim separovanych ¢asnych endosomt. Tridici a degradativni integrace pak
probiha na strukturdlné hlubsich drovnich ELS. U epitelidlnich bunék (napf. hepatocyty) se tento integrujici membranovy
kompartment nazyva "apical sorting compartment" a zajiStuje specifické tfidéni i materidlu endocytovaného basolateralné na
apikalni membranu (mtZe tak participovat na transcytose, viz nize).

V fadé bunécnych typt, ve kterych je exprimovan systém organel blizkych lysosomim (viz LRO -
lysosome related organelles), predstavuje casny endosom kiiZovatku, kde dochazi k tfidéni a cileni do
specifického systému granul LRO systému (viz niZe).

Pozdni endosom/lysosom

je vlastni degradacni casti systému. Existuje plynuly prechod mezi MVB (Schéma 4) a pozdnim
endosomem/lysosomem. Je mistem nejvyssi koncentrace MPR (viz vyse), a tedy cileni vesikularniho
transportu lysosomalnich enzymi z trans-Golgi zény. V jeho limitujicich membranach jsou specifické
komponenty, z nichZ je cela fada znama. Jde o transmembranové glykoproteiny s kratkym C koncem
situovanym do cytosolu (viz vySe) a vyraznou glykosylaci intraluminalnich domén. Této masivni
glykosylaci se pripisuje ochranny vyznam pred natravenim vlastni limitujici membrany lysosomalnimi
hydrolasami. Jak bylo zminéno jinde v textu, mezi tyto proteiny patii LAMP proteiny 1 a 2 (lysosomal
associated membrane proteins). Jejich funkce neni plné definovana, nicméné LAMP2 proteinu byla
prisouzena vyznamna role nejen v procesu fagocytosy ale zejména autofagie, konkrétné makroautofagie,
ale i CMA (chaperon mediated autophagy). Vedle LAMP proteini zahrnuje membranovy ELS proteom
radové desitky dalSich proteinti. Pokud by mély byt nékteré jmenovany, pak: CD63, LIMP2 nebo

membranova H" ATPasa. Byly objeveny dalsi lysosomélni (neenzymové, ¢ast z nich je membranova)
proteiny, jejichZ funkce neni znama, ale jejichZ mutace vede k neurolysosomalnimu stfadani (viz niZe).

Tato Cast lysosomalné endosomalniho systému je mnohocCetnd a pravdépodobné funkcné heterogenni.
Strukturdlné jde i za normalni situace o velmi pleiomorfni systém. MtZe byt predstavovan vakuolami
nebo komplexnimi tubulocisterndlnimi strukturami blizkymi trans- Golgi zoné. V této Ccasti
endosomalniho systému dochazi ke skute¢né funkcni integraci transportu substratt a jejich degradujicich
enzymu (viz vyse).

Konsensualné poslednim stadiem zrani endosomu je lysosom (tzv. "densni lysosom"), ktery neobsahuje
MPR. Ma tedy pouze residualni sadu lysosomalnich enzymi a integralni membranové specifické proteiny
v limitujici membrané. Je povaZovan za terminalni Cast, v ur¢itém smyslu residudlni, casto obsahujici
lipofuscin (viz dale). Nicméné podle fady studii je komunikace na této strukturalni drovni s pozdnimi
endosomy velmi intenzivni, takZe jejich ireversibilni terminalni povaha je sporna.

Drivéjsi clenéni lysosomalniho systému je opusténo. Plivodni tzv. primarni lysosomy odpovidaji nejspiSe soucasnym
transportnim vackim transportujicim lysosomdlni enzymy do pozdniho endosomu. Pdvodnimu pojmu lysosom by mély
odpovidat dva oddily dnes popisovaného endosomalniho systému, a to pozdni endosom a lysosom (pozdni endosom/lysosom,
viz pouZziti pojmi).

3.1.2.2. Fagocytosa

se odliSuje od endocytosy tim, Ze (i) neprobiha konstitucionalné, (ii) neucasti klathrinu, (iii) zavislosti na
aktinu, ktery umoZiiuje dynamiku obchvaceni partikule vybéZzky cytoplasmy, (iv) na zvétSovani
membrany fagosomu se podili i vesikuldrni transport z endoplasmatického retikula, coz vyznamné Setfi
bunécnou membranu. Proces je z vétsi Casti zavisly na receptorech (Fc receptory u histiocyti), ale v fadé
piipadt neni mechanismus interakce fagocytované partikule s buné¢nou membranou fagocytu znamy.

Prvou fazi fagocytosy je vznik fagosomu, jehoZ membréana je pfimo odvozena od bunécné membrany.
Podminkou uspésné degradace fagocytovaného materialu je transformace fagosomu na fagolysosom. Tim
je zajistén prijem lysosomalnich enzymt. Je to podminéno kontaktem s pozdnim endosomem, pfi kterém
nastava soucasné s prenosem lysosomdlnich enzymii i prenos membranovych komponent. V tomto
kontaktu hraje vyznamnou roli posun obou kompartmentii (nebo jejich tubularnich vybézki) po
mikrotubulech. Tim je transformace na fagolysosom dokoncena. Blok této transformace ma za nasledek



poruchu digesce fagocytovaného obsahu. K takové situaci dochazi u nékterych bakterialnich infekci, coz
ma negativni dopad na imunitni odpovéd’. BliZe je o zdsadnim vyznamu efektivni fagocytosy pro imunitu
pojednano niZe v oddilu "Role ELS v imunité". Podobné jako v pfipadé flize autofagosomti s pozdnimi
endosomy je i v pripadé fuzi fagosomii s pozdnimi endosomy/lysosomy jednim z kritickych proteinti
LAMP?2. Ztrata téchto funkci je podkladem hereditarniho deficitu LAMP2 - Danonovy nemoci (viz niZe).

N 24

pouZiva nazev profesiondlni fagocyty. Tyto buiiky normalné zajistuji kontinualni likvidaci terminalnich
populaci hematologickych klonti, za patologickych situaci ireversibilné poskozenych bunék. Jejich
lysosomalni systém je permanentné zatéZovan. Za nékterych situaci jsou vystaveny nadmérné zatézi (viz
niZe - ziskané poruchy ELS). Stupen fagocytarni aktivity histiocyti a pohotovost k digesci jsou do znacné
miry ovlivnény lymfokiny produkovanymi T burikami (napf. makrofagy stimulujici faktor). Empirickym
markem makrofagli je molekula znacena jako CDG68, proti niZ existuji riizné monoklonalni protilatky
dostupné komercné (viz niZe - detekce lysosomti)

Fagocytosa u jinych bunécnych typi mimo makrofagy je vyjadfena zejména v procesu apoptosy (viz samostatna kapitola
bunécna smrt). Apoptotickd buiika je fagocytovana okolnimi bunkami nezéavisle na jejich bunécném typu. Fagocytosa
realisovana granulocyty a makrofagy je spojena s vyraznou a velmi diileZitou metabolickou reakci tzv. oxidativnim vzplanutim,
pii kterém dochazi, vedle jinych, také k produkci volnych radikélt. Jde o aktivitu NADPH oxidasy, multipodjednotkového
enzymu, ktery se asembluje do aktivniho stavu v pribéhu fagocytosy. Vyraznou schopnost fagocytosy méa pigmentovy epitel
sitnice (kontinudlni fagocytosa termindlnich cCasti fotoreceptorti).Vyraznou fagocytarni schopnost maji i keratinocyty
epidermis, které kontinudlné fagocytuji melanosomy syntetisované v melanocytech. Fagocytosu erytrocytd lze napriklad
pozorovat za nékterych okolnosti i v tkafiové kultufe fibroblastt (Obr. 1).

Fenomeny, které pripominaji endocytosu nebo fagocytosu

Jde predevSim o transcytosu, ktera je vyrazem vysoké polarity buniky. Jde o mechanismus, kterym se
latky transportuji pres buniku uzaviené v transportnich vesikulech na opac¢ny poél buiiky, kde je obsah
téchto transportnich vesikul uvolnén do extracelularniho prostoru. Proces je inicialné odvozen od casnych
endosomt, dale se vSak osamostatiuje.

Timto zpisobem napiiklad probihd prenos imunoglobulinii (Ig) z basolateralni casti stfevniho nebo
respiracniho epitelu k povrchu apikalnimu a na povrch sliznice. V hepatocytu se timto zptisobem prenasi
fada latek (vCetné Ig) ze sinusového pdlu (basolateralni membrana) na ZluCovy poél (apikalni membrana) a
do Zlucového systému (viz vySe). Vyrazny je tento proces také v cévnim endotelu a v placenté pfi prenosu
latek pres trofoblast.

Potocytosa je proces regulovaného vniku malych molekul pres plasmatickou membranu na
specializovanych mistech bunécného povrchu, organisovanych do tzv. jamek (caveolae). Na
cytoplasmatické strané membrany je koncentrovan specificky cytoplasmaticky protein caveolin, jehoZ
funkce neni doposud objasnéna. Potocytosa miize hrat dileZitou roli v prenosu latek do
extralysosomalnich oddila buriky nebo pres buriku, zejména v kapilarach (viz vyse).

Velmi podobnéd fagocytose je peripolesa a emperipolesa. Jde o proces vzajemného vchlipovani az
kompletni penetrace jedné buiiky do druhé. Tento fenomén je pozorovatelny jak za normy tak za
patologickych stavii. Na rozdil od fagocytosy pri ném nedochazi k destrukci penetrujici burniky burikou
recipientni. Za normadlniho stavu se vyskytuje ve dreni kostni, kde rtzné krevni elementy invaduji do
megakaryocytd. V GIT invaduji T-lymfocyty do epitelii a participuji na mechanismech slizni¢ni imunity.
Je pozoruhodné, Ze za patologickych stavii je recipientni buiikou modifikovany histiocyt obsahujici velmi
cetné lymfocyty, plasmocyty a granulocyty (sinusova histiocytosa s masivni lymfadenopatii - sy. Rosai-
Dorfman). Membrana vakuoly je nejspiSe identicka s bunécnou membranou hostitelské buriky a dale se
netransformuje. Vyznam tohoto déje neni jasny.

3.1.2.3. Autofagocytosa (synonymné autofagie)

Autofagie je proces vlastni vS§em bunécnym typtim lidského téla. Jedna se o slozZity systém signalizacnich
a exekutivnich drah, ktery bufikdm dovoluje efektivni eliminaci vlastni cytoplasmy (proteint,



biologickych membran ¢i celych organel). Autofagie probiha jako konstitutivni (stale probihajici) proces
s malou intensitou nebo jako indukovatelny mechanismus spouStény stresovymi podminkami (napf.
bunécnym hladovénim). V ramci autofagocytosy dochazi bud klikvidaci vétSich poSkozenych
cytoplasmatickych fokust (tzv. fokalni cytoplasmaticka degradace). Takto neselektivni autofagie ma sva
definovana stadia a regulativni mechanismy. Jednd se o vyznamny ubikviterni proces, kterym se
odstranuji nejen poSkozené, ale i nadbytecné Casti cytoplasmy.

Proces autofagie je aktivovan pfi prechodu hypertrofie v eutrofii nebo v atrofii a v opacném pripadé je
utlumen. Pfi hladovéni je autofagocytosa velmi aktivni a slouZi jako mobilizovatelny zaloZni zdroj
energie. Za téchto situaci dosahuje autofagocytosa vysokych hodnot zejména v hepatocytech, ve kterych
byl cely proces studovan i kvantitativné s tim, Ze v priméru 4% sledovanych cytosolickych enzymovych
aktivit za 1 hodinu prechédzelo do korpuskuldrni lysosomadlni frakce (tedy bylo autofagocytovéano).
Predpoklada se, Ze u experimentélnich zvitat je 20-30% celkového hepatocytarniho proteinu degradovano
béhem 24 hodin hladovéni. Jedna z forem autofagie (MALS, viz niZe) se poklada za exekutivni drahu
programované bunécné smrti typu II (viz samostatna kapitola Bunécna smrt).

Proces hepatocytarni autofagocytosy je ovlivnitelny fadou latek. Inhibi¢né pisobi aminokyseliny, zejména v kombinaci s
insulinem, déle epinefrin, puriny (takika kompletné inhibuje 3 methyladenin) a cyklické nukleotidy. V experimentu se
autofagocytosa indukuje vinblastinem nebo perfusi jater mediem chudym na aminokyseliny s glukagonem.

Autofagie je evolu¢né konzervovana signalizacni a exekutivni bunéc¢na draha, ktera je integralni soucasti
sité mechanismli proteostasy (homeostasa proteinti) spolecné s UPS (viz vySe). Fysiologické role
autofagie v degradaci proteinti stejné jako implikace téchto drah pro lidskou patologii vCetné variantnich
programu bunécné smrti (typ II programované bunécné smrti, viz samostatna kapitola Buné¢nd smrt) jsou
v poslednich nékolika letech intensivné studovany. Autofagie se napfiklad zda byt jednim z hlavnich
faktorti mobilisace glykogenu u novorozenci. Je velmi pravdépodné, Ze v nejblizsi dobé budou, pokud jiz
nebyly, odhaleny dalSi zasadni role autofagie a ptridruzZenych drah v patogenesi lidskych onemocnéni.
Vedle lysosomadlnich stfddacich onemocnéni (viz niZe) to zajisté budou nejriiznéjsi neurodegenerativni
stavy nebo nadorova onemocnéni.

V soucasnosti jsou rozliSovany tfi zakladni molekularni varianty autofagie (Schéma 5): makroautofagie
(synonymné makroautofagicko lysosomalni systém - MALS - macroautophagy/lysosomal system),
mikroautofagie a chaperony zprostredkovana autofagie (CMA - chaperone - mediated autophagy).

3.1.2.3.1. Makroautofagie (MALS)

oznacuje proces, pri kterém jsou poSkozené organely nebo useky cytoplasmy ohranic¢eny autofagosomalni
membranou (typickym "substratem" makroautofagie jsou zejména: mitochondrie, peroxisomy ¢i sekre¢ni
granula).

Presny ptivod dvojité autofagosomalni membrany (de novo syntesa nebo pre-existujici mobilizovatelné,
ale nefuzované vesikuly vs. derivat preexistujicich membran, jako tfeba cisterna hladkého
endoplasmatického retikula ¢i Golgiho aparatu) neni stale definitivné objasnén. Jasné je, Ze autofagicka
sekvestrace je realisovana dvojitou membranou. OhraniCenim Casti cytoplasmy s nejriznéjSimi
strukturami vznika uzavieny autofagosom, ktery neobsahuje ani lysosomalni enzymy, ani membranové
komponenty lysosomti. Proteom autofagosomalni membrany a autofagosomti byl v savcich burikach
definovan, predpoklada se nezavisly prisun z Golgiho aparatu. Regulacni proteinové drahy, které
participuji na vzniku a propagaci autofagosomalni membrany, jsou v soucasné dobé velice intensivné
studovéany. V oblasti vyzkumu procest spojovanych s makroautofagii sehral a sehrava vyznamnou roli
kvasinkovy eukaryoticky model, ve kterém byla nalezena celd fada gent/proteinti (Atg - autophagy
related genes) zodpovédnych za proces makroautofagie. Znalost genti u kvasinky dovolila jednodussi a
rychlejsi identifikaci savcich (vcetné lidskych) ortologli. Ma-li byt jmenovéan jeden protein zakladnim
zpusobem spojeny se vznikem autofagosomalni membrany, pak je to microtubule-associated protein light
chain 3 (LC3B). LC3B je za normalnich okolnosti cytosolicky protein. V tomto stavu je oznaCovan jako



LC3B-I. V pripadé indukce autofagie a zahajeni formovani makroautofagosomalni membrany je tato
forma (LC3B-I) sekvencné proteolyticky Stépena a v konec¢né fazi konjugovana s fosfatidyletanolaminem.
Tato konjugovana forma, jinak oznacovana jako LC3B-II (Obr. 2) je, znovu za pomoci jinych proteint,
integrovana do rostouci autofagosomalni membrany (do obou listii zevniho i vnitiniho). Existuji dikazy,
Ze je to pravé LC3B-II protein, ktery zajiStuje hemifizi autofagosomalni membrany (viz nasledujici
odstavec).

V dalS§im pribéhu autofagocytosy se autofagosom transformuje v autofagolysosom prostiednictvim
membranovych flizi s preexistujicimi pozdnimi endosomy/lysosomy. Touto transformaci a fuazi
s existujicimi pozdnimi endosomy/lysosomy je zajiSténa schopnost degradace sekvestrovanych casti
cytoplasmy (cytosolu i organel). Prostfednikem téchto membranovych fizi je, mimo celé fady jinych
proteinti, i molekula LAMP2, jejiZ cytosolickd ¢ast zaroven zajiStuje interakci s mikrotubuldrnim
cytoskeletem, a timto zptisobem prispiva k intracelularni prostorové distribuci autofagosomi a lysosomti
(hereditarni deficit LAMP?2 viz niZe).

Po splynuti autofagosomii s pozdnimi endosomy/lysosomy a degradaci jejich obsahu jsou produkty
hydrolysy recyklovany kombinaci pasivni difuse a specifického transmembranového transportu a mohou
tak byt znovu burnikou vyuZzity.

Podobné jako u fagocytosy (viz vySe) je i u autofagocytosy nezbytna transformace primarni membrany na
membranu identickou s membranou ELS.

Demonstrace inicialni a pokrocilé faze autofagocytosy v hepatocytu (Obr. 3).

3.1.2.3.2. Mikroautofagie

je na rozdil od MALS mechanismus, pri kterém lysosomalni membrana pfimo obklopi ¢ast cytoplasmy
nebo malé organely, jako jsou napfiklad peroxisomy (pexofagie), vchlipovanim lysosomalni membrany.
Krcek takovych vychlipek je odSkrcen a cela invaginovana struktura je degradovana (podobné jako u
multivesikularnich télisek). Lysosom se tak sdm muiZe projevovat jako agresor proti nékterym organelam
nebo ¢astem cytosolu, které do sebe vyuzitim mechanismu mikroautofagie inkorporuje (Obr. 4).

3.1.2.3.3. Chaperony zprostredkovana autofagie (chaperone mediated
autophagy)

(CMA) je selektivni formou intralysosomalni degradace specifické skupiny cytosolickych proteint
obsahujicich KFERQ motivy v primarnich amino kyselinovych sekvencich. Pokud takovy cytosolicky
protein v pribéhu své existence ziskd konformacné nestabilni formu, mtzZe byt vazan cytosolickym a
nasledné lysosomalnim chaperonem (hsc70 a ly-hsc70) a prostfednictvim LAMP2A (sestfihova varianta
LAMP?2) v lysosomalni membrané translokovan do lumen lysosomu, kde je degradovan. Podobné jako
MALS i CMA je aktivovatelna stresovymi podminkami, jako jsou napfiklad hladovéni, oxidativni stres
nebo exposice toxickym latkam.

3.2. Komunikace a pohyb (transport a "trafficking") v ramci ELS

ELS je zapojen do systému intracelularniho vesikularniho transportu, ktery zajistuje specificky pohyb
biologického materidlu ve vazbé na membranové transportni vacky €i membranové kompartmenty



obecné. ELS extensivné komunikuje nejen vramci membranovych kompartmentii sobé vlastnich
(vSechny etaZe endocytické drahy, fagosomy, autofagosomy), ale i "navenek" s Golgiho aparatem, ER
nebo cytoplasmatickou membranou. To je jedna z velmi vyraznych vlastnostni ELS, ktera svédci o jeho
znacné dynamice. Prostfednictvim téchto kontaktti a regulaci membranové skladby ELS ovliviiuje i
intracelularni procesy s primarni funkci ELS nesouvisejici, jako je tfeba signalisace probihajici na
cytoplasmatické membrané nebo v Casnych oddilech endocytosy.

Dynamika, smérovani a specifickd interakce jednotlivych casti ELS a dalSich membranovych
kompartmentti se déje za pomoci Skaly membranovych proteint z kategorie (SNARE). Tyto proteiny jsou
specifickymi molekularnimi znackami intracelularnich membranovych kompartmenti a maji schopnost
po aktivaci (vétSinou Rab proteiny) facilitovat fize lipidnich dvouvrstev (vCetné jejich proteinové
vybavy) ptivodné oddélujicich separované membranové kompartmenty. Vysledkem je sdileni luminalniho
a membranového obsahu. Zaroven tyto proteiny odpovidaji za kontakt s cytoskeletem (konkrétné
mikrotubuly) prostfednictvim proteint typu mechanoenzym z rodiny kinesind, dyneint a asociovanych
proteinti. V nedavné dobé se ukézalo, Ze distribuce a spravna funkce zprostfedkovatele membranovych
fazi je v pripadé SNARE proteint zavisla na celkovém obsahu cholesterolu v membranach. Je jasné, Ze
celd fada lysosomadlnich stfadacich onemocnéni (viz niZe) pfimo vede k poruSe celkového obsahu a
zméné distribuce nejen cholesterolu, ale i dalSich membranovych lipidt. S ohledem na tuto skutecnost
pak neprekvapi, Ze jednim z disledki lysosomalniho stfadani je porucha fizni dynamiky EL.S membran.

Kontakty membréanovych struktur v rdmci ELS se mohou dit bud’ jako pohyb drobnych sférickych vacka,
nebo (typicky vramci pozdné endosomalniho kompartmentu) jako extrémné rychla reorganisace
membrany do podoby tenkych tubuldrnich vybézkil, které transientné kontaktuji jiné membranové
kompartmenty (napf. cytoplasmatickou membranu). Timto zptisobem je distribuovan v ramci pozdné
endosomalniho/lysosomalniho kompartmentu tfeba NPC1 protein (viz niZe). V této souvislosti je také
stale diskutovana (zda se byt velmi pravdépodobna) existence membranovych mikrodomén v ramci ELS.
Tyto by pak mohly zajiStovat nejen vnitini signalizaci v ELS systému, ale také by mohly zajistit

efektivnéjsi zptsob sdileni membranovych usekt mezi jednotlivymi slozkami ELS navzajem, nebo ELS a
ostatnimi cytoplasmatickymi membranovymi kompartmenty.

Zajimavou otazkou zistava vnitini organizace ELS pri nutnosti zajistit koordinovanou a specifickou
distribuci substrati a prislusSnych hydrolytickych enzymti u sekvencnich vicekrokovych degradacnich
kaskad (typicky degradace glykosaminti u skupiny mukopolysacharidos nebo degradace glykolipidii). Na
prikladu degradace glykosaminoglykanti byla demonstrovana urcitd substratova exklusivita ¢asti ELS,
ktera nutné musi byt provazena odpovidajici diferencovanou pfitomnosti jednotlivych hydrolas v rdmci
ELS. Pro zjednoduSeni, lze si predstavit, Ze ne vSechny useky ELS jsou schopny degradovat diky své
residentni enzymatické vybavé vSechny typy substratii. Jak je tento typ tfidéni substrati a jejich hydrolas
realisovéan (podle dostupnych informaci v omezené mire existuje) neni jasné.

Podobnou stratifikaci jako v pfipadé zminéného enzym/substratového tfidéni 1ze oCekavat i v mife M-6-P defosforylace ELS
proteinii prostfednictvim tartardt resistentni fosfatasy (ACP5, viz vySe). Funkcni dopady tohoto fenomenu nejsou plné
objasnény.

Zv1astni specifika ma ELS systém a jeho vnitini organizace v polarisovanych buiikach (viz vyse).
Napriklad v neuronech, ve kterych je ELS systém polarisovan jak do dendritli, tak do axonti (oddélené
endocytujici povrchy cytoplasmatické membrany) a spolupodili se na zprostfedkovani intra a
interneuronalni komunikace. Hlubsi kompartmenty ELS jsou lokalisovany perinukledrné, zatimco axon a
dendrity obsahuji ranéjsi faze endocytosy. Hezkym piikladem muzZe byt organisace endocytické drahy
v axonu, kdy aktivnim mistem vstupu substrati je synapticka Stérbina, a transport vSech typti endosomt je
nasledné axonem retrogradni. Po délce axonu smérem k neuronalnimu télu je pak jasné patrny postupny
pokles pH v endocytarnim kompartmentu. Podobna specifika ma kuprikladu axondlni autofagocytosa,
ktera probiha s maximalni intensitou v oblasti synaptické axondlni terminaly (synaptic button) a pohyb
autofagosomii je potom retrogradni, jelikoZ je timto zplsobem zajiSténa jejich perinuklearni fuze
s pozdnimi endosomy/lysosomy.

Podobny mechanismus endosomalniho tfidéni byl jiZ vySe nékolikrat zminén u polarisovanych epitelii
(typicky hepatocyti).



3.3. Recyklace produktii lysosomalni degradace

V naprosté vétSiné pripadil je mozZné si myslet, Ze lysosomalni substratovéa degradace je kompletni, a to i
u heterozygoti lysosomalnich enzymopatii, u kterych je polovicni aktivita prislusné hydrolasy (klinicky
jsou tito lidé zdravi). Lysosomalni membrana je nepropustna pro makromolekuly a oligomery. Pro
monomery se dlouho predpoklddala pouhd nespecificka difuse, ale nepochybné existuji transportni
mechanismy. Lysosomalni membranové transportéry byly popsany pro sialovou kyselinu (obecné
pravdépodobné pro organické aniony) a pro cystin.

V nedavné dobé byl popsan mechanismus, jakym je sdilen intralysosomalni neesterifikovany cholesterol
mezi dvéma pozdné endosomalnimi/lysosomalnimi proteiny, z nichZ jeden je intraluminalni solubilni
(NPC2) a druhy je pevné kotven do lysosomalni limitujici membrany (NPC1). Zaroveni byl navrZen
model, jak toto sdileni cholesterolu mezi NPC1 a 2 vede k jeho translokaci pres limitujici membranu
pozdnich endosomi/lysosomi. Mutace v jednom z téchto dvou proteini se vzdjemné komplementuji
v klinickém rozvoji Niemann-Pickovy choroby typ C (viz niZe).

SloZitost distribuce a pohybu lipidG v rdmci membrdan ELS a sdruZenych kompartmenti (zejména
Golgiho aparatu a cytoplasmatické membrany) Ize demonstrovat na prikladu gangliosidi. Na tomto
prikladu lze také dokumentovat, Ze ne vidy nutné dochazi v ELS ke kompletni degradaci na zakladni
stavebni konstituenty a recyklovany mohou byt i komplexnéjsi formy. Gangliosidy jsou zcasti
syntetisovany (Schéma 6) a finadlné upravovany v Golgiho aparatu (konkrétné trans-Golgi) odkud se
exocytosou dostavaji do cytoplasmatické membrany, kde se mohou stat vyznamnou komponentou
mikrodomén plasmatické membrany (membranové rafty), které sehravaji kritickou tlohu v celé fadé
signalisacnich drah. Z cytoplasmatické membrany jsou endocytovany a dospéji az do degradacnich etazi
ELS, kde jsou degradovany na monosialogangliosidy (G,,;) a nasledné na G,,, (katalysovano p-

galaktosidasou) a Gy, (katalysovano B-hexosaminidasou), tyto jsou pak dale degradovany na neutralni

glykosfingolipidy laktosylceramid a glukosylceramid. Cast monosialogangliosidii je vSak z ELS
odklonéna do Golgiho aparatu k reglykosylaci, zatimco zbytkova frakce je kompletné degradovana
(Schéma 7 a 9).

Zasadni pro recyklacni funkci ELS, ale i patologii lysosomalnich stfadacich onemocnéni (viz nizZe) je, zda
se podobny mechanismus popsany u gangliosidii mtZe tykat i jinych recyklovanych substratt resp. jejich
degradacnich produktd (napf. cholesterol nebo glykosaminoglykany). Podstatna je totiZ otazka, jakym
zptisobem je regulovan pomeér substratii urcenych k degradaci a téch, urcenych k resyntese, na podkladé
inkompletné degradovanych forem.

3.4. Exocytosa lysosomii (celého lysosomalniho kompartmentu)

Fysiologicka exocytosa ztrovné pozdniho endosomu je ptitomna v buiikach exprimujicich antigeny
pomoci MHC II a CD1. Jde o skupinu antigen presentujicich bunék, mezi které patfi makrofagy,
dendritické buriky a nékteré dalSi bunécné typy. V téchto burikach je protein urceny k imunitni presentaci
regulované a pouze zcasti v ELS degradovan a jeho fragmenty jsou ve spojeni s MHC II proteiny
exprimovany exocytosou na bunécném povrchu pro dalSi kontakt s imunokompetentnimi bufikami
(pomocné CD4+ T-lymfocyty). Podobna je situace i u lipidnich antigenii. O obou situacich podrobnéji viz
niZe - Role ELS v imunité).

Experimentalné byla prokazana exocytosa lysosomalniho kompartmentu z irovné pozdniho endosomu i
nezavisle na bunécném typu. Podminkou byla prfitomnost lysosomalniho synaptotagminu VII. Pomoci
této lysosomalni exocytosy dochéazi ziejmé k akutni reparaci defektd bunécné membrany. Vyrazenim
synaptotagminu VII v mySim modelu doslo k rozvoji vyrazné patologického fenotypu charakterizovaného
myositidou s vyraznou fibrosou, masivni fibrosou dermis a k indukci tvorby antinuklearnich protilatek.



Dalsi ukéazkou schopnosti membran ELS dopliovat cytoplasmatickou membranu miiZe byt proces
cytokinese, pri kterém je nutné ve velmi kratké dobé vyznamné navysit celkovou plochu cytoplasmatické
membrany. PFi konstituci povrchovych membran dcefinnych bunék je toto navySeni akcelerovano pravé
diky koordinované fizi membran ELS s cytoplasmatickou membranou.

Obecné lze Fici, Ze znamkou exocytosy ELS kompartmentu je pritomnost jeho membranovych komponent
na bunécné membrané, coz lze vyuZivat i diagnosticky (cela fada aplikaci pritokové cytometrie).

4. Endosomalné lysosomalni systém - patologie a patofysiologie

4.1. Ziskané poruchy

Do této kategorie lze radit situace, kdy dochazi k reversibilnimu pretiZzeni lysosomalniho systému
prechodnou zvySenou nalozi substrati uréenych k degradaci v ELS. Vysledkem je zvySena degradace
téchto latek v jejich lysosomech (s normalni enzymovou vybavou), a z toho plynouci zvySeni produktti
lysosomalni degradace, které jsou nasledné transportovany pres lysosomalni membranu do cytosolu ci
jinych buné¢nych membranovych kompartmentd.

Zminény budou zakladni skupiny. Jde o situace, za kterych jsou buiiky, nejen makrofagy, vystaveny
latkdm v extracelularni tekutin€é, které aktivuji endocytosu (receptorem zprostfedkovanou), nebo
vyuzivaji pinocytosy a jsou tak transportovany do ELS k degradaci. Proces muzZe byt, podle povahy,
velmi intensivni a miZe imitovat geneticky podminénou lysosomalni poruchu. Nékdy jde o reakci na
intravenosné aplikovanou latku. Pro tyto procesy lze pouZit termin AFCS (acquired foam cell syndrome),
jinak feCeno ziskany (sekundarni) syndrom z pénitych bunék.

Pozndmka. Je vSeobecné znamo, Ze existuje jeden typ makrofagu, ktery ma permanentné aktivovany (a distendovany)
lysosomalni systém, aniZ by Slo o fagocytosu. Jsou to Hoffbauerovy buiky stromatu choriovych klki (Obr. 5). Toto musi byt
brano na zfetel pfi event. elektronoptickém vySetfovani choriovych klkii pro podezieni z lysosomalni enzymopatie. Pro tento
zvlastni stav lysosomalniho systému Hoffbauerovych bunék neni doposud vysvétleni.

Zvysend ndloZ cestou endocytosy

Klasickym prikladem je tzv. osmotickd nefrosa (nemusi jit o manifestaci pouze v ledvindch ale i
generalisované), v obecné biologické terminologii osmotickd expanse lysosomii. Jde o stav pretiZeni
rendlnich (i mimorenélnich) lysosomi aplikaci di- a pravdépodobné i oligosacharidii. Experimentalné se
pouziva k vyvolani osmotické nefrosy hypertonické sacharosy. Podminkou je priinik jejiho vétSiho
mnoZstvi mechanismem pinocytosy do lysosomi s jejich naslednou osmotickou expansi. V lidské
patologii je tento obraz béZny v rendlnich proximalnich kandlcich po intravenosni aplikaci vétSiho
mnoZstvi hypertonické sacharosy. MiiZe se manifestovat i extrarenalné (Obr. 6). Podstatou tohoto jevu je
relativné vysoka neprichodnost bunéénych membran pro sacharosu a nemozZnost jejiho Stépeni
lysosomélnimi enzymy. Sacharosa je neredukujici disacharid (beta-D-fruktofuranosyl-alfa-D
glukopyranosa) Stépeny sacharasou/isomaltasou, ktera funguje v cytoplasmatické membrané kartaCového
lemu enterocyt. K podobné situaci dochazi i u jinych disacharidl (trehalosa, cellobiosa ¢i turanosa).
Prisun prislusné disacharidasy je prevenci této osmotické distense lysosomi. Osmotickou expansi
lysosomti 1ze indukovat sacharosou v jakémkoliv buné¢éném typu schopném endocytosy. VyuZiva se proto
v experimentech na tkanovych kulturach.

Analogickou situaci jsou nalezy pfi infusi dextranu, ktery, zfejmé v zavislosti na molekulové hmotnosti,
miiZe byt endocytovan fadou bunék, zejména makrofagu.

DalSim klasickym prikladem je tzv. hyalinni zkapenkovaténi ledviny (Obr. 7), coZ je proces omezeny na
ledviny, zplisobeny pretiZenim lysosomalniho aparatu proximalnich tubulii ledvin pfi glomerularnich



poruchéch vedoucich k proteinurii. Nadmérné mnoZzstvi proteinii v primarni moci se dostava endocytosou
do lysosomalniho systému epitelidlnich bunék proximalnich stoCenych kanalkd prostfednictvim
endocytosy zprostfedkované polyproteinovymi receptory megalinem a cubilinem. Lysosomalni aparat
téchto bunék je prepliiovan a hydrolyticka degradace substratii (v tomto piipadé proteinti) tak zaostava za
prisunem.

Lze zobecnit, Ze jakakoliv vysokomolekularni latka pfitomna v nadbytku v primarni moci se miZe mechanismem endocytosy
(event. pinocytosy) dostat do lysosomalniho systému v této Casti ledvin a hromadit se v ném.

Hyperlipoproteinemie (dyslipoproteinemie) mohou za urcitych okolnosti vyvolat obraz generalisovaného
stradani, postihujici mononuklearné fagocytarni systém, coz muze vést k obrazu, ktery pfipomina do
urCité miry primarni lysosomalni stfadaci onemocnéni. Typicky je tento obraz u hyperlipoproteinemie
typu I (Obr. 8).

Nékteré monoklondlni gammapatie zlehkych Tetézci mohou vést ke generalisované endocytose
prisluSnych fetézcii, a to nejen makrofagy, ale i fadou dalSich bunék. Je to nejspiSe dano tim, Ze
abnormalni lehky retézec ma doménu, ktera je ligandem pro endocytosu na bunikach nezavisle na jejich
typu. Jako priklad uvddime gammapatii z lehkych fetézct typu kappa (Obr. 9, 10).

Excesivni fagocytosa

Zde nebude vénovana pozornost lokalnim procesim, ve kterych jsou makrofagy aktivovany za tcelem
resorpce regresivné zmeénéné, vesmeés nekrotické tkané. Detailné o vétSiné z nich je pojednano
v samostatné kapitole Steatosy.

Zde prichazeji v uvahu hlavné celkové stavy s klinickou odezvou, vyznacujici se vystupfiovanou
hemofagii, tedy fagocytosou krevnich desticek, erytrocytd, pripadné leukocytti. Jde o trombocytopenii ¢i
hemofagickou lymfohistiocytosu, u kterych je jednim z projevii i splenomegalie (detailni specifikace
téchto jednotek je v hematologickych textech). Reaktivnim bunécnym typem jsou tkanové rezidentni
makrofagy - profesionalni fagocyty, u kterych mtize dojit k rozvoji cytologickych projevii neodlisitelnych
od lysosomalniho stfadani - tvorba pénitych bunék a to v fadé organti (slezina, jatra, dien kostni) (Obr.
11). Za tvorbu vakuol jsou zodpovédny hlavné fagolysosomy. Ostatni bunécné typy nejsou postizeny. Pri
detailnim vySetfeni je patrné rizné vystupiiované lysosomalni stfadani fosfolipidd a glykolipidd, pripadné
cholesterolu. Pri dlouhodobém pretiZzeni ELS dochazi velmi casto i k deposici ceroidu.

Elektronovéa mikroskopie ukaze fagocytované krevni elementy v riizném stadiu degradace (Obr. 12).
Disrupce lysosomtl

V ptivodni koncepci byly lysosomy povazovany za "sebevrazedné vacky", po jejichZ disrupci dochazi k
nekontrolovanému uvolnéni lysosomalnich hydrolas do cytoplasmy s jeji naslednou destrukci. Existence
tohoto mechanismu je stdle predpokldddna, i kdyZ nékteré fenomény byly vysvétleny jinym
mechanismem. Napfiklad pfitomnost extralyososomalnich hydrolas v ischemicky poSkozenych tkanich
byla zcasti vysvétlena vétsi fragilitou lysosomt a unikem hydrolytickych enzymi v pribéhu jejich
isolace. Disrupce lysosomti je vSak stale pokladana za dilezity faktor v patogenesi onemocnéni spojenych
s deposici mikrokrystali (microcrystalline diseases), zejména anorganickych, napf. SiO,, (u silikosy) nebo

kalcium pyrofosfatu (vapenna dna), ale i organickych (krystalu uratu u dny). Je otdzkou zda dochazi k
disrupci pretizenych lysosomti u lysosomalnich stfddacich onemocnéni (viz nize).

4.2. Geneticky podminéné lysosomalni stradaci poruchy

Jde o velkou skupinu lysosomalnich poruch, tzv. stfadacich onemocnéni (viz vySe). Prvni vyznamnou
podskupinou lysosomalnich stfadacich onemocnéni jsou lysosomalni enzymopatie, které se projevuji



progresivni expansi lysosomalniho systému diky hromadéni substratu deficitniho enzymu. Morfologicky
(na urovni svételné a elektronové mikroskopie) dochazi k intralysosomalni kumulaci téchto latek a
nasledné expansi bunék a organti - z toho historicky nazev stfradaci onemocnéni.

Druhou podskupinou jsou geneticky podminéné dysfunkce nékterého z neenzymovych proteint
ELS. I v téchto situacich se vSak molekularni deficit projevuje na drovni buriky, s ur€itymi vyjimkami
podobné (konkrétné viz nize).

V soucasnosti je znamo pres 50 molekularné geneticky definovanych jednotek patficich do této skupiny.
Neni pochyb o tom, Ze se toto Cislo bude v budoucnu zvySovat. Omezené probadanou je moZnost
existence lysosomalnich poruch, neprojevujicich se klasickymi zménami typu "stfadani". JiZ nyni je
jasné, Ze klasické enzymopatie vedouci k fenotypu stfddani z jasné definovanych katalytickych pricin
tvori jen cast z celkového poctu vSech uvedenych jednotek. Je také jasné, Ze néktera onemocnéni fazena
mezi lysosomalni stfadaci onemocnéni nejsou klasicky stfadaci onemocnéni, ale spiSe se jedna o
onemocnéni z lysosomalni dysfunkce (typicky porucha clearence autofagosomi - Danonova choroba).

Od primarnich genetickych lysosomalnich poruch je nutno odliSit sekundarni postiZeni lysosomalnich
funkci, ke kterym dochdazi u jinych primarnich genetickych poruch. V tomto smyslu je vhodné zminit
kuprikladu Smith-Lemli-Opitziv syndrom, u kterého byly popsany sekundarni lysosomalni zmény velmi
blizké Niemann-Pickové chorobé typ C dané intereferenci 7-dehydrocholesterolu s NPC1 proteinem.
K projeviim lysosomalni dysfunkce dochazi i u Alzheimerovy nebo Parkinsonovy nemoci. DalSim
prikladem jsou projevy castecné lysosomalni dysfunkce u poruch glykosylace dané nedostatecnou
glykosylaci lysosomélnich enzymti a lysosomalnich membréanovych proteind.

I ve skupiné lysosomalnich enzymopatii dochéazi k objevim novych deficitli, naprosto recentné byla popsana nové lidska
patologicka jednotka - cystickd leukoencefalopatie na podkladé deficitu proteinu RNAasy t2 (gen RNASETZ2) Stépiciho
jednovldknové RNA (zfejmé lysosomalné). Jednd se o kongenitalni defekt vyvoje a funkce mozku, ktery je klinicky a
radiologicky prakticky neodliSitelny od kongenitalni cytomegalovirové infekce.Molekularni podstatou tohoto stavu je absence
enzymatické aktivity jedné z lysosomalnich RNAs (viz vySe), lze oCekavat, Ze se bude jednat o poruchu s lysosomalnim
sttadanim nukleovych kyselin (RNA) resp. sttadanim ribonukloproteini.

Je obtizné stavajici lysosomalni stfadaci onemocnéni definovat obecné. Je jisté, Ze cela fada znaku je
spolecna pro vétsi pocet jednotlivych nosologickych jednotek na drovni bunécné, pres molekularni a
biochemickou heterogenitu. Neni Gcelem tohoto textu poskytnout vycCerpavajici informaci na trovni
molekularné genetické, biochemické, klinické (v€. klinické genetiky) u kazdé jedné z téchto poruch.
Naopak, cilem je predstavit urCity zobeciujici pohled na bunécnou a organovou patologii
lysosomalnich geneticky podminénych poruch (Schéma 8).

Nicméné povaZujeme za Uucelné uvést zakladni udaje a irovné molekularné biologické a biochemické.

4.2.1. Lysosomalni stfadaci onemocnéni na podkladé deficitni
katalytické funkce nékterého z lysosomalnich enzymu

Prvni velkou skupinu tvori lysosomalni stfadaci onemocnéni, jejichZ spole¢nym jmenovatelem je deficitni
katalyticka funkce nékterého z lysosomalnich enzymd. Jde celkem o 30 jednotek (29 isolovanych deficitt
lysosomalnich hydrolas a 1 deficit lysosomalni transferasy).
Tuto skupinu je dale moZné délit na tyto podskupiny:

4.2.1.1. podskupina defektii lysosomalnich hydrolas podminénych primarni

poruchou enzymového proteinu samotného

(i) deficity enzymu Stépicich prevazné lipidy - lipidosy (10 jednotek) (Schéma 9)



® deficit ceramidasy (m. Farber; akumulace déale neStépeného ceramidu se sekundarnim
hromadénim sfingolipidil)

® deficit kyselé sfingomyelinasy (m. Niemann-Pick typ A - viscerdlni a neuropaticka forma; a typ B -
visceralni forma; sttadani sfingomyelinu a sekunddrné i cholesterolu)

® deficit -glukocerebrosidasy (m. Gaucher; stfadani glukocerebrosidu)

® deficit ceramid-f-galaktosidasy (Krabbeho leukodystrofie; stfadani galaktocerebrosidu)

® deficit arylsulfatasy A (sulfatidosa, téZ zvana metachromaticka leukodystrofie, lysosomalni
akumulace sulfatidu)

® deficit a-galaktosidasy (m. Fabry; stfadani globotriaosylceramidu - GB3 s terminalni alfa
galaktosou, dale digalaktosylceramidu a lipidu krevni skupiny B)

® deficit GM1-pB-galaktosidasy (GM1 gangliosidosa, sttadani GM1 gangliosidu a nelipidnich
galaktokonjugatt z glykoproteinii)

Jedna specificka fenotypova varianta (Cisté visceralni postiZeni bez neurologického fenotypu) deficitu GM1-f-
galaktosidasy je fenotypoveé neodliSitelna od MPS IV (deficit galaktoso-6-sulfatasy). Historicky se tato varianta
deficitu GM1-B-galaktosidasy nazyva MPSIVb, prestoze galaktoso-6-sulfatasa neni molekularné postiZena (viz niZe).

® deficit 3-hexosaminidasy (enzymovy heterodimer sloZeny ze dvou podjednotek A a B); deficit
vede ke stfadani GM2 gangliosidu a nékterych nelipidnich konjugéti hexosaminu z
glykoproteinti)

® deficit Fetézce podjednotky A (m. Tay-Sachs)

® defekt retézce podjednotky B (m. Sandhoff)

® deficit kyselé lipasy (stfadani esterti cholestolu a acylglycerolil; m. Wolman, cholesteryl ester
disease - CESD)

(ii) deficity enzymu Stépicich glykosaminoglykany - mukopolysacharidosy (MPS)
(10 jednotek - stradaji se prislusné glykokonjugaty)

deficit a-iduronidasy (MPS I - m. Hurler a MPS V - benignéjsi forma nazyvana m. Scheie)
deficit idurondt sulfatasy (MPS II, m. Hunter)

MPS III (m. Sanfilippo)

deficit heparan-N-sulfatasy (MPS IIIA)

deficit a-N-Acetyl-glukosaminidasy (MPS IIIB)

deficit Acetyl CoA:a-N-Acetylglucosamin- acetyltransferasy (MPS IIIC).

deficit N-Acetylglukosamin-6-sulfatasy (MPS IIID)

deficit galaktoso-6-sulfatasy (MPS 1V, m. Morquio)

S odkazem na vySe uvedené je deficit galaktoso-6-sulfatasy nékdy nazyvan MPS IVa. MPS IVb je fenotypickou
variantou deficitu GM1-B-galaktosidasy s normalni galaktoso-6-sulfatasou (viz vyse).

® deficit N-Acetylgalaktosamin-4-sulfatasy (MPS VI, m. Maroteaux-Lamy)
deficit B-glukuronidasy (MPS VII, m. Sly)
deficit hyaluronidasy

vvvvv

deficit a-manosidasy (stftadani a-mano- konjugati)

deficit B-manosidasy (stradani S-mano- konjugatti)

deficit a-fukosidasy (stfadani a-fuko- konjugatd, lipidnich i nelipidnich)

deficit a-N-Acetyl-galactosaminidasy (m. Schindler; stfadani konjugatt a-galaktosaminu;
lipidnich i nelipidnich)

deficit sialidasy (mukolipidosa I - MLI, stfadani konjugatt sialové kyseliny, lipidnich a
nelipidnich)

® deficit aspartylglukosaminidasy (stradani aspartylglukosaminu)



(iv) deficit intralysosomalniho Stépeni glykogenu

® deficit lysosomdlni a-glukosidasy (m. Pompe, glycogen storage disease typ II - GSD II;
intralysosomalni akumulace glykogenu)

V pripadé deficitu lysosomalni a-glukosidasy je zdroj substratu normalni proces autofagie (neexistuje pfimy transmembranovy
transport glykogenu do ELS). K nadmérné zatéZi lysosomalniho aparatu mize dojit abnorméalnim zvySenim makroautofagie.
V kosternim svalu u Pompeho nemoci je, z ne zcela jasnych divodt, autofagie tak vystupfiovana, Ze dominuje nad stfadanim
glykogenu.

(v) deficit lysosomalnich proteas (3 jednotky)

® deficit palmitoyl protein thioesterasy (PPT, NCL typ 1; Santavuori)
® deficit tripeptidyl peptidasy I (TPP1, NCL typ 2; Jansky-Bielschowsky)
® deficit katepsinu D (NCL typ 10)

U téchto deficitt dochazi v lysosomech k akumulaci proteinti, které neodpovidaji deficitni protease (viz nize)

4.2.1.2. podskupina lysosomalnich enzymopatii, podminénych deficitem faktord,
nezbytnych pro optimalni katalytickou aktivitu lysosomalniho enzymu()

(i) skupina enzymopatii, podminéna mutaci enzymovych aktivatoru (5 jednotek)

® deficit prosaposinu (jde o fatdlni kombinovany deficit skupiny lysosomalnich sfingolipidhydrolas
aktivovanych jednotlivymi saposiny (viz niZe) vzniklymi posttranslacnim Stépenim prekurzorové
molekuly prosaposinu)

® deficit SAP A (je fenotypickou kopii adultni formy m. Krabbe, SAP A funguje jako aktivator
ceramid-[3-galaktosidasy)

® deficit SAP B je kombinaci deficiti a-galaktosidasy (m. Fabry) a arylsulfatasy A
(metachromatické leukodystrofie). SAP B je aktivatorem téchto dvou enzymii.

® deficit SAP C, ktery je aktivatorem glukocerebrosidasy, jehoZ deficit je tedy fenotypickou kopii
m. Gaucher

® deficit saposinu D (nebyl doposud u ¢lovéka popsan)

® deficit aktivdtoru hexosaminidasy ma v popredi sttddani GM2 gangliosidu

(ii) deficit protektivnich proteinii

deficit katepsinu A, fungujiciho také jako protektivni protein pro komplex sialidasy a (-galaktosidasy.
Biochemicky tedy jde o kombinovanou deficienci p-galaktosidasy a sialidasy (souhrnné je deficit
katepsinu A nazyvan galaktosialidosa).

Skupina katepsinti. Jde o skupinu citajici minimalné 13 proteas. VSeobecné se ma za to, Ze katepsiny
vykonavaji proteolytickou funkci v ELS, nékteré znich v oblasti casného endosomu, nékteré
extracelularné. Jejich proteolyticka aktivita je zaméfena i na regulovanou proteolysu, pomoci které
dochazi k aktivaci celé fady proteind (katalytickych i nekatalytickych). O jejich deficitech neni mnoho
Znamo.

O katepsinu A a D, resp. o stavu, ke kterému vede jejich mutace, byla jiZ zminka (viz vyse).
Zvlastnim pripadem je deficit katepsinu K, ktery je selektivné exprimovan a secernovan osteoklasty). Je
zodpovédny za degradaci kostni matrix (kolagen typ I) a udrZuje tak rovnovahu mezi tvorbou a degradaci

kostni tkané. Dtsledkem jeho mutace je tzv. pyknodysostosa. Degraduje velmi efektivné i elastin.

Deficit katepsinu C (dipeptidyl peptidasy I). Tento katepsin je exprimovany zejména v makrofazich,
polynuklearnich leukocytech, ale i v dlaZzdicovém epitelu. Velmi pravdépodobné hraje zasadni roli



v aktivaci dalSich proteas v imunokompetentnich buiikach. V mutovaném stavu je zodpovédny za
Papillon-Lefevre syndrom charakterisovany palmoplantarni hyperkeratosou a tézkou periodontitidou,
vedouci k vypadavani zubi jiz v détském véku. O klasickém lysosomalnim stfadani u této jedotky neni
nic znamo.

U mysi vedlo vyrtazeni katepsinu F k obrazu neuronalni ceroid lipofuscinosy. Podobny fenotyp mélo u
mysi i kombinované vytazeni katepsinti B a L.

4.2.1.3. skupina onemocnéni zplisobena chybnou posttransla¢ni modifikaci
enzymovych protein(

(i) deficit formylglycin syntasy; formylglycin syntasa je enzym katalysujici v endoplasmatickém retikulu
vytvoreni aktivniho centra enzymt ze skupiny sulfatas (vysledkem jeho deficitu je tzv. polysulfatasovy
deficit, vnémZz se kombinuje deficit arylfulfatasy A senzymatickymi deficity ze skupiny
mukopolysacharidos, viz vyse - posttranslacni modifikace ELS proteinti)

(ii) deficit enzymového komplexu (fosfotransferasa + fosfoglykosidasa) v termindlni casti Golgi apardtu,
ktery katalysuje vytvoreni M-6-P znacky (mukolipidosa II). Postranslacni modifikace formou M-6-P
glykosylace je nezbytna pro koordinovany a cileny transport drtivé vétSiny solubilnich lysosomalnich
enzymi do lysosomid (viz vySe). Dusledkem chybéni M-6-P znacky v glykosylacnim vzorci
lysosomalnich hydrolas probiha misto jejich fysiologického transportu ve vazbé na MPR z trans-Golgi do
pozdnich endosomti (viz vySe) exocytosa do extracelularniho prostoru, kde jsou jejich aktivity
mnohondasobné zvySené a kde je lze také diagnosticky prokéazat (napf. v plasmé). Zpét do lysosomt se
lysosomalni hydrolasy bez M-6-P znaCky mohou dostat pouze endocytosou (pravdépodobné hlavné jako
ligandy manosového receptoru). Tento mechanismus muzZe z¢asti kompensovat jejich intralysosomalni
deficit zptisobeny poruchou jejich intracelularniho cileni.

Pozn. pro lepsi orientaci - mukelipidesa (ML) je historicky termin naznacujici heterogenitu stfadani pfi pouziti klasickych
histochemickych technik. Pro prehled shrnujeme, Ze ptivodni ML I byla definovana jako deficit sialidasy (viz vyse), ML II je
defekt posttranslacni modifikace lysosomalnich enzymt (defekt vytvareni M-6-P znacky), ML III jako alelicka varianta MLII s
pomalejsim klinickym pribéhem a ML IV je disledek mutaci v genu pro mukolipin (viz niZe).

Schéma 10 podava prehled lysosomalnich enzymopatii:

Onemocnéni podminéna mutaci nékterého z lysosomalnich (nebo funkcné s lysosomy souvisejicich)
proteini bez enzymatické katalytické funkce

Druhou velkou skupinou dédi¢nych lysosomalnich poruch jsou onemocnéni podminéna mutaci nékterého
z lysosomalnich (nebo funkcné s lysosomy souvisejicich) proteini bez enzymatické katalytické funkce
(12 jednotek)

a) deficity membranovych transportéri degradacnich produkti pres lysosomalni limitujici
membranu (2 jednotky)

® deficit transportéru pro sialovou kyselinu (vysledkem je akumulace kyseliny sialové v
lysosomech)

® deficit transportéru pro cystin (vysledkem je cystinosa charakterizovana akumulaci krystalkt
cystinu v lysosomech)

b) deficit transportu lipidu pres lysosomalni membranu (2 jednotky)

m. Niemann-Pick typ C (porucha transportu lipidii spojena s lysosomalnich akumulaci glykolipidd,
sfingomyelinu a cholesterolu). Stejny klinicky i bunéc¢né patologicky fenotyp je zplisoben mutacemi
vjednom ze dvou NPC genli (NPC1 a NPC2). Mutace v genu NPCI predstavuji dominantni
komplementacni skupinu m. Niemann-Pick typ C (pfitomny u 95% vSech pacienti s Niemann-Pickovou
chorobou typ C), mutace v NPC2 genu jsou minoritni (5 % pacienti) komplementacni skupinou. NPC1 a



NPC2 proteiny funkcné kooperuji a zprostfedkovavaji transport neesterifikovaného cholesterolu pres
lysosomalni membranu zpét do cytosolu. NPC1 je integralni membranovy protein lysosomalni limitujici
membrany, NPC2 (podstatné mensi protein neZ NPC1) je naopak solubilni luminalni lysosomalni protein.
Oba proteiny maji schopnost vazat cholesterol a koordinované si jej v pribéhu translokace pres
lysosomalni limitujici membranu predavat.

¢) deficit mukolipinu (mukolipidosa IV, ML IV)

Funkce mukolipinu neni doposud zcela jasna, navrZena byla funkce tohoto proteinu v intralysosomalni
v lysosomech. PostiZeny jsou i parietalni bb. Zaludecni sliznice, coZ vede k hypochlorhydrii a zvySené
serové hladiné gastrinu.

d) deficit proteinu LAMP2 (lysosomal associated membrane protein 2) - Danonova nemoc

Jde o lysosomalni dysfunkci tykajici se autofagie (zejména makroautofagie), ktera se projevuje defektnim
intracelularnim zpracovanim autofagosomi v fadé bunék, zejména v kardiomyocytech a myocytech
kosternich svalti. LAMP?2 zprostiedkovava komunikaci a fizi autofagosomt (ale i fagosomti) s lysosomy.
Sestfihova varianta "A" LAMP2 proteinu (LAMP2A) je receptorem tzv. "chaperony" zprostredkované
autofagie (viz vySe). LAMP2 ma dale schopnost interagovat s mikrotubuly a jejich asociovanymi
proteiny. Lze predpokladat, Ze timto zpiisobem zajiStuje spravnou intracelularni distribuci lysosomt a
autofagosomii.

Poznamka. Nutno zminit, Ze existuji i stavy s patologicky rozvinutou autofagocytosou, které nejsou doposud presné
definovany na molekuldrni Grovni. Mezi postiZené patii zejména tkan pficné pruhovaného svalu. Vyjimkou mezi témito stavy
je deficit GNE (UDP-N-acetylglucosamin 2-epimerasa/N-acetylmanosamin kinasa). Vztah tohoto proteinu k autofagii vSak
neni doposud spolehlivé definovan.

¢) deficit LIMP2 proteinu (lysosomal integral membrane protein 2)

Jde o novou, nedavno popsanou, nozologickou jednotku. V klinickém obraze tohoto stavu dominuje
myoklonicka epilepsii, kombinovana v nékterych pripadech se selhanim ledvin, souhrnné nazyvano
AMRF syndrom (action myoclonus renal failure syndrome). Biochemicky je deficit LIMP2 spojen
s deficitem [-glukocerebrosidasy, jelikoZ tato je do lysosomu transportovana pravé v asociaci s LIMP2
proteinem (viz vyse). Tato jednotka je v souCasnosti predmétem intensivniho vyzkumu

d) skupina neuronalnich ceroid lipofuscinos - NCL (7 definovanych jednotek NCL3, 5, 6, 7, 8, deficit
CLC7 a Ostml1, viz niZe). Nejsou zde zapocitany typy NCL zptsobené enzymopatiemi, tj. NCL1, NCL2,
NCL10)

Tato skupina je nazornym prikladem nedostatecnosti naSich soucasnych znalosti o procesu formalné,
strukturalné a geneticky dobre definovaném s vyjimkou adultni formy NCL4 (autosomalné recesivni m.
Kufs a dominantni m. Parry). U vSech niZe uvedenych jednotek jsou zndmy geny, kodujici proteiny (bez
enzymatické aktivity), které v mutantni formé zptisobi fatalni neurologické poruchy, jejichZ spolecnym
projevem je neurolysosomalni stfadani, jehoZ mechanismus neni stale adekvatné vysvétlen. Funkce téchto
proteindi za normadlni situace neni zndma. Podobné neni zndm mechanismus, kterym se stava lysosomalni
systém defektni pfi jejich dysfunkci zptisobené vrozenou mutaci.

NCL3 protein je integralni protein lysosomalni membrany, velmi pravdépodobné polyfunkcni, s vyraznou
expresi v synaptosomech. Jeho mutace vede k NCL prevazné juvenilniho typu (m.Batten-Spielmeyer-
Vogt)

NCL5 protein je lokalizovan v lysosomech a je povaZovan za solubilni; jeho mutace vede k pozdné
infantilni formé NCL

NCLG6 protein je lokalisovan v ER. Jeho mutace vede jako u NCL5 k pozdné infantilni formé NCL



NCL?7 je lysosomalni membranovy protein. Jeho mutace vede k pozdné infantilni formé NCL

NCLS8 protein je lokalisovan v ER i v Golgiho aparatu. Jeho mutace vede k ¢asné formé NCL s epilepsii,
mentalni retardaci a poruchou motoriky; je téZ zvana "severska epilepsie”

(NCL9 ceka na upresnéni genetické poruchy - biochemicky jde o deficit regulatoru dihydroceramid syntasy)

Pfred nékolika lety se vyclenila zvlastni skupina neurondlnich ceroid lipofuscinos, kombinovanych
s kostnimi zménami ve smyslu osteopetrosy. Jde o mutace ve skupiné chloridovych kanéli (CLC chloride
channels), ucCastnicich se na acidifikaci lysosomi a exprimovanych v osteoklastech, kde zajistuje
acidifikaci mist degradace kostni matrix. Mutace v proteinu CLC -7 (nebo v proteinu Ostm1, ktery je ve
funkénim komplexu s CLC-7) byla prokazana jako zodpovédna za lidska onemocnéni.

U vétSiny jednotek NCL (s vyjimkou NCL1 a NCL10) se v lysosomech akumuluje hyper-hydrofobni
protein fysiologicky fungujici v rdmci vnitini mitochondridlni membrany. Jedna se o podjednotku c
komplexu V (ATP syntasa) kaskady oxidativni fosforylace (OXFOS) (Schéma 11). Zvlastnosti tohoto
proteinu je extrémni hydrofobicita a rozpustnost v organickych rozpoustédlech. Stupném své
hydrofobicity prevysuje nepolarni lipidy.

Prehled této skupiny lysosomalnich stfadacich poruch na podkladé neenzymatického proteinového
deficitu je podan ve Schématu 12

4.3. Vztah deficitni enzym - akumulovany substrat
Akumulovany substrat mizZe predstavovat:

1. celou ptuvodni molekulu (napf. lipid), jestliZe je deficitni enzym, ktery je prvy v degradacni fadé
enzymi a jehoZ deficience blokuje naslednou funkci dalSich enzymid v metabolické degradacni Fadé.
Pripadny deficit takovych (nasledné fungujicich) enzymii se pak miiZe projevit jen rudimentarné.
Klasickym ptikladem je deficit B hexosaminidasy (akumulace GM?2 gangliosidu, [ galaktosidasy
(akumulace GM1 gangliosidu), deficit arylsulfatasy (akumulace sulfatidu) a nékteré dalsi.

2. mezistupen v souvislé degradacni radé (typické pro degradované glykosfingolipidy s delSim
cukernym Fetézcem). Inicidlni substrat je fysiologicky parcidlné degradovan az po kritickou, avSak
v kontextu enzymatického deficitu neStépitelnou vazbu. K nejvétsi modifikaci primarniho substratu
dochéazi u deficitt aktivity glykosidas a sulfatas, jejichZ substraty jsou dlouhé fetézce glykoproteini a
glykosaminoglykant. Zde je vychozi vysokomolekularni substrat sukcesivné zpracovavan fadou enzymi
(exo- i endoglykosidas resp. peptidas). Disledkem je pak akumulace rizné velkych fragmentt
obsahujicich kritickou vazbu.

3. diskrepance. V nékterych pripadech se v lysosomech hromadi latky neodpovidajici deficitnimu
enzymu. Jde typicky o neurolysosomy ve skupiné mukopolysacharidos typ I-II1, jimZ je spolecné defektni
odbouravani heparan sulfatu. V neuronech se hromadi smés gangliosidi a nékterych vysSich
ceramidhexosidii spolu s autofluorescentnim lipopigmentem (viz niZe). Vysvétleni této odliSné
biochemické reakce ve srovnani s epitelovymi a mesenchymalnimi buiikami chybi.

Biologicky velmi zajimavou situaci predstavuje deficience a-N-Acetyl-galaktosaminidasy (koncovy cukr u krevni skupiny A) u
tzv. Schindlerovy nemoci. Zde miiZe byt dokonce dominantnim neuropatologickym pfiznakem u nékterych pacienti rozvoj
obrazu extrémni neuroaxondlni dystrofie (defekt axondlniho transportu neznamého pivodu), aniz by byly patrny zndmky
lysosomalniho stfadani kritickych glykokonjugatt.

Stdle nevyjasnéna je situace u Gaucherovy nemoci, u které je lysosomalni stfadani vyjadieno pouze
v jediném bunécném typu - v makrofagu. V Zadné jiné burice nebylo v lysosomech stfadani pozorovano.
Ani v neuronech u téZké neuronopatické formy (GD II), u které neurony degeneruji bez znamek



lysosomalniho  stfddani.  Neurotoxicky vliv se pripisuje  glukosylsfingosinu  (lysoderivat
glukocerebrosidu), jehoZz vznik se vysvétluje poruchou syntesy. Podobné se pripisuje toxicky vliv
galaktosylsfingosinu u Krabbeho nemoci.

Zcela nejasny je vztah mezi enzymovym deficitem u NCL1 (deficitni je palmitoyl protein thioesterasa,
kterd odstépuje mastné kyseliny thioestericky vazané na -SH skupiny jinych proteinti) a akumulaci
saposinu A a C (proteiny) v lysosomech. Pfi deficitu katepsinu D (NCL 10) jsou v lysosomech
prokazatelné opét nékteré saposiny. V pripadé NCL2 (deficit exopeptidasy tripeptidyl peptidasy I) se
kumuluje v lysosomech velké mnozZstvi podjednotky ¢ mitochondrialni ATP syntasy (soucast komplexu
V OXFQOS), ktera se akumuluje v lysosomech i u dalSich NCL (Schéma 11).

Vedle hlavnich nedegradovanych substrati se mohou hromadit nékteré latky i sekundarné, napf.
cholesterol u fady lipidos, glykosfingolipidy u deficitu kyselé sfingomyelinasy (m. Niemann-Pick typ A a
B) ¢i laktosyceramid u fady lysosomalnich poruch.

V omezené mite je vysvétlitelny vztah mezi funkci mutovanych proteinti a lysosomalnim stfadanim ve
druhé skupiné lysosomalnich poruch, u kterych neni deficitni definovana enzymova aktivita. Vyjimku zde
tvori pouze defekty transportért (pro sialovou kyselinu a cystin) a Castecné téz deficity NPC1 a NPC2
proteinii u Niemann-Pickovy choroby typ C. Zde je alespon castecné jasny vztah k akumulaci resp.
intracelularni poruSe distribuce neesterifikovaného cholesterolu (viz vySe - funkce NPC1 a NPC2
proteinti). Nezodpovézenou otazkou vSak zlistava paralelni lysosomalni akumulace glykosfingolipidi
(GM2, GM3), ktera v urcitych bunécnych typech (neurony) dominuje nad stfadanim cholesterolu. Pfitom
je zajimavé, Ze enzymy nutné k degradaci téchto lipidi nemaji biochemicky prokazatelné sniZenou
aktivitu.

4.4. Obecné zakonitosti distribuce a stupné lysosomalniho stradani
ve tkanich

jsou jen zCasti znamé (také viz niZe). Lze predpokladat, Ze dlleZitymi urcujicimi faktory jsou:

i. intensita lysosomdlniho obratu kritického substrdtu, ktera miiZe byt odliSna nejen mezi
jednotlivymi bunéénymi typy (a podtypy), ale i v rdmci diferenciace v jednom bunécném klonu.
Existuji studie ovlivnéni intensity syntesy daného substratu, coz ve svém dtisledku sniZuje prisun
prislusného substratu do enzymové deficitniho lysosomu (napf. glykolipidd, viz terapie
lysosomélnich poruch). Receno obecné, o lysosomalnim obratu urcité latky se mtizeme
informovat ze stav, kdy je jejich degradacni enzymovy systém inaktivni. Opakované jsme
pozorovali markantni rozdil v intensité stfadani mezi hepatocyty periferni a centralni c¢asti
jaterniho lalticku pri deficitu lysosomalni kyselé sfingomyelinasy, svédcici o zvySujicim se
lysosomalni obratu fosfolipidu (Obr. 13)

ii. vySe residudlni aktivity mutovaného enzymu, nebo obecné mira zachovdni funkce mutovaného
proteinu u deficitit neenzymatickych. Ukazuje se, Ze znany vyznam miZe mit i stupen degradace
konformacné nestabilnich mutovanych proteinovych variant. Obecné plati, Ze jednim z hlavnich
disledki mutace aminokyselinové sekvence proteinti je zména prostorové konformace (obvykle
ve smyslu zhorSené konformacni stability ¢i dokonce tiplné nestability). Takto nestabilni formy
lysosomalnich proteinti aktivuji v priibéhu své syntesy a posttranslacnich modifikaci mechanismy
kontroly kvality sbalovani proteinii zejména v endoplasmatického retikulu (ER associated
degradation), které v pripadé, Ze nejsou schopny protein prevést do konformacné stabilni podoby,
mutovany protein jako potencidlné agregujici degraduji. Na stupni enzymového ¢i funk¢éniho
deficitu (u neenzymatickych poruch) se tedy ticastni nejen mutace proteinu jako takova, ale také
stupen jeho degradace prostiednictvim intracelularnich systémi kontroly konformacni stability.
Paradoxem je, Ze takto mohou byt kompletné eliminovany i mutované varianty s relativné
vysokou residudlni enzymatickou aktivitou, resp. neenzymatickou funkci u nekatalytickych



proteint, které by v pripadé udrZeni a zacileni do ELS mohly, byt v omezené mite, fungovat. Na
sniZeni stupné degradace takovych forem (rezidudlné aktivnich/funkcnich) se zaklada jeden

z pristupt terapie (viz niZe). Jedna se o aplikaci malych molekul, které jako chaperony (pomocné
stabilisacni faktory protein konformacnich procesti) do urcité miry mohou (napf. jako
kompetitivni inhibitory na bézi pfirozenych substrat) sniZit stupeti abnormalniho a nestabilniho
prostorového sbaleni mutovaného proteinu a v prechodné stabilisované formé umozni jeho
transport do ELS. Je jasné, Ze takovy pristup je mutacné specificky a efektivni pouze u casti
mutovanych variant a Ze v situacich kompletni absence mutovaného proteinu je jeho pouZiti
nemozne.

iii. Zivotnost postiZené buriky obecné a v ramci svého klonu. Vétsi manifestaci stftadani zabrafuje
nepochybné kratka Zivotnost, resp. rychlejsi obrat bunécné populace. Naopak ¢im delSi Zivotnost
dané buriky nebo jde-li dokonce o buiiky postmitotické, je pravdépodobnost jejich postiZeni
lysosomalnim stfadanim veétsi.

iv. obecné neplati, Ze by k lysosomalnimu stfadani inklinovaly ve zvySené mife buriky s vysokym
stupném endocytosy, napr. histiocyty. Tok substratu k degradaci do lysosomt miiZe byt velmi
vyznamny i z primarné intracelularnich kompartmentt (autofagie). Lysosomalni stfadani postihuje
i buriky, u kterych je prisun substrati cestou endocytosy (tedy z extracelularniho prostoru) mélo
vyjadren. Proto neni prekvapenim, Ze lysosomalni stfadani postihuje velmi intenzivné i
sekretorické bunky. Klasickym prikladem jsou potni Zlazky nebo buriky exokrinniho pankreatu.

4.5. Bunééna a organova patologie lysosomalnich poruch

7 Ve

4.5.1. Funkéni bunééna patologie lysosomalniho stradani

Je nutné si uvédomit, Ze za popisnym fenomenem lysosomalniho stfadani stoji naruseni normalni biologie
buiiky. Normdlni burika se tak stavd burikou postiZenou lysosomdlnim stfdddnim, kterd je v mnoha rysech
dysfunkcni. Primarnim dtiivodem je ziejmé dysfunkce ELS, jehoZ bézné funkce jsou komplexné naruSeny,
coz vyvolava kaskadu naslednych déji, které jsme v soucasnosti schopni vice ¢i méné logicky propojit
s primarnim genetickym deficitem ELS. ZkuSenost ukazuje, Ze vSechny stavy spojené s lysosomalni
expansi jsou v zasadé nekompatibilni s vitalitou builky. Nadmérma a nekompensovana distense
lysosomalniho systému interferuje doposud nejasnym zptisobem s vitalitou bunky a s celou fadou
fyziologickych bunécnych funkci. Za zavazny a mozny disledek lysosomélniho stfadani se povazuje i
disrupce lysosomalni limitujici membrany spojena se ztratou integrity. Distense lysosomalniho systému
neni omezena na nedegradované enzymové substraty, ale i na zadrZzené enzymové produkty, a v mnoha
zavaznych pripadech i na retenci intaktnich proteind, peptidi ¢i dalSich molekul, bez znamek jejich
prokazatelné degradace. Do projevt dysfunkce ELS patfi dnes jiz historicky fenomén indukce tvorby tzv.
ceroidu ve stfadacich lysosomech, coZ je doposud nevyjasnény fenomén (viz niZze - Residualni
lysosomalni téliska)

Jako extrémni priklad inkompatibility je bunécna smrt na podkladé lysosomalniho stfddani (napt. casny
zanik oligodendroglie u Krabbeho nemoci - viz Schéma 13). To vede k nestabilité myelinu a jeho
odbourani makrofagy. Podobné je vysoka citlivost neuronii na stfadaci proces ve skupiné neuronalnich
ceroid lipofuscinos ¢i infantilni formy (typ II) m. Gaucher. Vedle efekti jasné souvisejicich
s lysosomanim stfadanim lze pozorovat i patologické zmény zdanlivé s ELS funkci nesouvisejici.
Typicky se jedna tfeba o poruchu axonalniho transportu formou neuroaxonalni dystrofie u celé rady
lysosomalnich stfadacich onemocnéni. V pripadé neuroaxondlni dystrofie si 1ze velmi dobfe predstavit, Ze
disledkem této zmény je napriklad porucha retrogradniho transportu neurondlnich trofickych faktort coz
miZe zasadné interferovat s vitalitou neuronu. Co spojuje lysosomalni stfadani s dysregulaci axonéalniho
transportu je nejasné. Podobné je to i s diivody pro aktivaci mikrooglie v CNS v ramci probihajiciho
lysosomalniho stfadani.



O naruSené biologii buriky svédci i zdanlivé progresivni zmény (napt. ektopicka dendritogenese v oblasti
inicialniho axonu), jak to bylo prokazano v neuronech akumulujicich GM2 gangliosid bud primarné
(deficit B-hexosaminidasy) nebo sekundarné (m. Niemann-Pick typ C).

Podstatou lysosomaélniho stfadani je preplnéni lysosomalniho apardtu nerozstépenym substratem Cci
netransportovatelnym produktem. U casti lysosomalnich stfadacich onemocnéni (skupina NCL) jsou
v ELS, zdavodi v soucasnosti nejasnych nebo jasnych pouze castecné, akumulovany hydrofobni
proteiny (typicky podjednotka C mitochondridlni ATP syntasy, viz Schéma 11). Je jisté, Ze strukturalni
expanse lysosomalniho aparatu vede k jeho dysfunkci, ktera je v riizné mire nekompatibilni s fysiologii
postiZené burky. Distense lysosomalniho systému neni tedy omezena na nedegradované enzymové
substraty, ale i na zadrZené enzymové produkty a v mnoha zavaznych pripadech i na retenci intaktnich
proteinti, peptidi ¢i dalSich molekul, bez zndmek jejich prokazatelné degradace. Celkové tedy dochazi
vramci buriky k propagaci patologie zpisobené deficitem individualniho genu a jeho proteinového
produktu.

Zavaznou skutecnosti, zejména ve skupiné lipidos nebo mukopolysacharidos jsou paralelni akumulace
jinych (typicky glykosfingolipidy a cholesterol) nez priméarné nedegradovanych substratti. Nelze vyloucit,
Ze vprubéhu stfadani se méni lipidni kompozice nejen membran ELS, ale i membran jinych
kompartmentli (Golgiho aparatu nebo cytoplasmatické membrany). Zménou kompozice membran mimo
ELS by tak dochazelo k dalsi propagaci systémového dopadu lysosomalniho stfadani.

PrestoZe je proces lysosomdlniho stfadani u velké Casti uvedenych jednotek vyvoldn deficitem
v degradaci a dasledkem je akumulace, neni doposud jasné, zda postiZenym burikdm vice vadi ona
excesivni akumulace substratu nebo spiSe vnitini hladovéni z diivodu dysregulace recyklace. Co je
v tomto pripadé pri¢inou a co kompenzatornim disledkem neni jasné. V urcitych situacich je paradoxné
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Jak bylo feCeno tivodem této Casti, sttadaci lysosom neni ekvivalentni k normalnimu lysosomu, stejné tak
sttadaci bunfka neni buiikou normalni. V soucasné dobé mame vcelku jasnou predstavu jakych
intracelularnich drah a procesii se lysosomalni stfadani miiZe v negativnim smyslu dotknout (uvadime

e

strucny vyklad, pro detailnéjsi informace viz doporucena literatura).

1. zmény pomérti membranovych lipidd se souvisejicimi poruchami membréanové signalizace vSech
typt. Dobrym piikladem miZe byt zhorSeni parametri neuronalni transmise zprostiedkované
AMPA receptory z ditvodu dysregulace jejich internalizace v synaptickych Stérbinach
v souvislosti s lysosomalnim stfadanim.

2. defekty membranové komunikace SNARE proteint v ramci ELS diky dysregulaci obsahu
cholesterolu. ELS systém ma horsi schopnost fizovat resp. se v buiice prostorové distribuovat.
Celkové se tento proces mtuize tykat i poruch kontakti a fuzi autofagosomii ¢i fagosom.

3. defekty autofagie bud’ z porusené komunikace nebo jako projev kompenzatornich déju.
S dysregulaci autofagie se mohou pojit i zmény ve schopnosti degradovat aberantni konformacni
formy proteinti. Celkové miZe dojit a dochazi k nerovnovaze vztahu UPS a MALS v degradaci
defektnich proteinovych konformerti priméarné z divodu lysosomalni dysfunkce.

4. poruchy intracelularni kalciové signalizace z ELS a z ER z divodu vlivu lysoderivati (viz vyse),
zmén pomeéru v distribuci membranovych lipidti nebo z diivodu akumulace aberantnich
proteinovych konformert.

5. dysregulace transkripcni aktivity a exocytosy zejména prostiednictvim TFEB transkripéniho
faktoru.

6. neschopnost efektivné Celit oxidativnimu stresu jako epifenomen lysosomalniho stfadani
s dtisledkem v bunécné smrti.



Pres uvedeny vycet je nutno Fici, Ze bunécna patofyziologie nasledkii lysosomalniho stfadani (dysfunkce)
neni z velké ¢asti vysvétlena, coZ je v kontrastu s presnou definici téchto chorob.
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4.5.2. Mikroskopickd morfologie lysosomalniho stfadani

4.5.2.1. Cytologicka patologie

Vzhled bunék s nadmérné expandovanym lysosomalnim systémem je dan nejen pocCtem a velikosti
expandovanych lysosomi, ale i charakterem jejich obsahu.

S ur¢itym omezenim Ize vnést dynamicky pohled na rozvoj struktury ELS expandujiciho stftadanim, ktery
zfejmé zCasti odrazi jeho zvySenou biogenesi. Doposud nejasné ziistavaji mechanismy zasadnim
zpusobem ovliviiujici cytologicky vzhled stfadajicich bunék. Jedna se o nasledujici aspekty (Obr. 14): (i)
regulace velikosti individualni lysosomalni vakuoly, kterou lze pokladat za nezavislou (samostatnou)
strukturné biologickou podjednotku ELS, (ii) regulace poctu lysosomalnich stfddacich vakuol resp. jejich
fasi, které jsou velmi cCasto morfologicky patrné, zvlasté kdyZz dosahuji velkych rozmért. Napadna je
rozdilnost velikosti stfadacich lysosomii, naznacujici moZnost fuze primarnich vakuol nebo jejich
nekontrolované zvétSovani.

V nékterych pripadech dochazi k vytvareni velmi objemnych variant co do velikosti, takZe dominuji,
zvlasté pokud neni stfddany obsah odstranén zpracovanim jako proteinové sferoidni inkluse. Typicky je
tomu v neuronech nékterych oblasti mozku u neuronalnich ceroidlipofuscinos (Obr. 15).

To kontrastuje se stavy, kdy i pfi pokrocilém stupni stfadani je zachovana individualita stfadacich
lysosomii (Obr. 16)

Souhrnné feceno, morfologicky vzhled stfddaci buriky je ddn poctem a velikosti stFddacich lysosomii.

Je-li stftadany biologicky material solubilni v organickych rozpustidlech (lipid) nebo solubilni ve vodném
fixativu (glykopeptidy, oligosaccharidy), resultuje mikrovakuolisace azZ pénovitd preména (voStinovité,
pénité buriky). Pokud se podafi obsah udrZet in situ, je ve formé "kapének". Je-li produkt nesolubilni
(lipopigment, glykogen, bakterie) maji buriky vzhled prevazné granulovany (jemna granula, vétsi hrudky,
a pod.). Jiny vzhled mtize byt dany tvarem bakterie (napt. mykobakteria nebo Corynebakterium aequi u
Whippleovy nemoci) nebo obecné tvarem fagocytovaného materialu.

Existuji zvlastni varianty cytologického vzhledu, dané protahlym az Stérbinovitym tvarem lysosomd, které nezapliiuji zcela
cytoplasmu bunky. Takto morfologicky modifikované lysosomy pak davaji cytoplasmé zvlastni Zihany vzhled, pfipominajici
jemné pomackany papir. Tento fenomén je pfiznacny pro stfadani cerebrosidd v makrofazich (Gaucherovy buiky) u deficitu
glukocerebrosidasy (Gaucherova nemoc). Pokud jsou lysosomy volné dispergovany v cytoplasmé, jejiZ organelové systémy
jsou hyperplastické, mtize byt celkovy vzhled cytoplasmy solidni. To je typické pro stfddaci buiikky mikroglie u Krabbeho
nemoci - tzv. Krabbeho buiiky pripominaji epiteliodni histiocyty.

Srovnani hlavnich cytologickych projevii lysosomalniho stfadani je podan na Obrazku 17

Pri analyse stfadanim postiZenych tkani je nutno pocitat s paralelni deposici ceroidu (viz kapitola
Lysosomalni residualni téliska).

4.5.2.2. Bunécna a organova patologie

Dlouhodobé trvani lysosomalniho stfadani mtize vést k vyrazné kumulaci zmén na bunécné trovni, které



se nasledné odrazi v rozvoji organovych poruch, patrnych jiz p¥i standardnim klinickém vySetfeni.

Myokard. Manifestuje-li se lysosomalni stfadani v kardiomyocytech, je pravidelnym disledkem
hypertroficka kardiomyopatie. Klasickym prikladem je deficit a-galaktosidasy (m. Fabry). Jako
vyvolavajici moment lze predpokladat sniZenou kontraktilitu lysosomalnim stfadanim postiZeného
kardiomyocytu. Hypertrofii lze vysvétlit jako sekundarni kompensacni proces. SpolupostiZeny byvaji i
kardiocyty prevodniho systému. Pokud jsou stfadanim postiZeny i koronarni artérie rozviji se ischemické
zmény. U Fabryho nemoci je Casté postiZeni chlopiiového aparatu vedouci k chlopenni vadé. Obrazek 18
shrnuje uvedené zmény u m. Fabry.

Lysosomalni stfadani v mesenchymdlnich elementech chlopné postihuje casto srdce ve skupiné
onemocnéni typu mukopolysacharidos. Vede k fibrose, deformaci a dysfunkci prislusné chlopné.

Ledviny. Postihne-li stfddani vyraznéji builky rendlnich glomeruli, miZe dojit k poruse obratu
komponent basalni membrany kapilar a mezibunécné hmoty mesangia, a nasledné k rozvoji proteinurie.
Ke stfadani inklinuji zejména podocyty (Obr. 19 A, B). V dal$im pribéhu dochézi k postupné hyalinni
obliteraci glomerulu s naslednym selhanim ledvin (Obr. 19 C). BéZné jsou tyto zmény u Fabryho nemoci
(deficit a-galaktosidasy). U Fabryho nemoci byl prokéazan i tubytek uromodulinu a jeho abnormalni
intracelularni procesovani (disledek stfadani v ascendentni c¢asti Henleho klicky, kde je tento protein
produkovan). Tubulérni stfadani je pfitomno u sulfatidosy. PostiZeni tubull se projevuje abnormalnim
sloZzenim lipidG v mocovém sedimentu, ¢ehoZ je vyuZivano pro diagnostiku jak u Fabryho nemoci(Obr
19D.), tak u sulfatidosy (Obr. 20).

V pripadé postizeni mesenchymu (fibrocyty, chondrocyty, osteocyty) je naruSen obrat komponent
extracelularni hmoty a mtize dojit ke zmnoZeni vaziva (pokud jsou postiZzeny chlopné srdec¢ni, dojde k
srdecni vadé) a k poruSe harmonického vytvéreni tkani tvofenych mesenchymem. Vysledkem je obraz
dysmorfie Ci dysostosa (typicky u skupiny mukopolysacharidos).

Jatra. U deficitu kyselé sfingomyelinasy a kyselé lipasy dochazi k masivnimu stfadani v hepatocytech,
pripadné i v Kupfferovych buiikkdch (Obr. 21). U mirné vyjadienych forem stfddani nebo obecné
v pocatecnich féazich je stfddani vyznaceno v peribiliarni oblasti hepatocytli, odkud se ¢asem rozsifuje na
celou cytoplasmu. MiZe tak dojit k progresivnimu zaniku hepatocytt s rozvojem fibrosy, event. cirhosy.
Vzacné dochazi k rychle progredujicimu jaternimu selhani, klasicky u infantilni formy Niemann-Pickovy
choroby typ C. Stfddani u Gaucherovy nemoci je omezené na Kupfferovy buiiky (Obr. 22).

Mozek. Neurolysosomdlni stfdddni vede v pocatecnim stadiu k preplnéni perikarya neuronu s jeho
"balonovanim" (Obr. 23). V fadé pripadii dochazi k manifestaci stfddani i v inicialni ¢asti axonli (axon
hillock) (Obr. 24 A, B). V pripadé Purkynovych bunék Ize Casto pozorovat stfadani i v oblasti dendritt, a
to v rizném pomeéru ke stfadani v perikaryu (Obr. 24 D, C). Nésleduje postupny zanik neuronti (Obr. 25
B, C, D) arozvoj astrogliosy (Obr. 25 E, F). Degenerujici neurony jsou odstranény mikroglidlnimi
fagocyty za tvorby neuronofagickych uzliki. Na CT a MRI je hlavnim nélezem postupné atrofie mozku
(Obr. 25 A), pripadné i mozecku. U nékterych neurolysosomalnich poruch dochéazi pred rozvojem
regresivni faze neuronalniho postiZeni k ektopické dendritogenesi v inicidlnich oblastech axoni. Zfejmé
se jedna o projev stimulace stfddaciho neuronu. Predpoklada se, Ze za stimulacni efekt je zodpovédny
primarné (u GM?2 gangliosidosy) nebo sekundarné (mapf. u Niemann-Pickovy choroby typ C)
akumulovany GM2 gangliosid . K velmi vyrazné sekundarni zméné mtize dojit i poruSenim axonalniho
toku a tvorbé tzv. axondlnich sferoidi (neuroaxonélni dystrofie, viz vySe). Podklad rozvoje neuroaxonalni
dystrofie nalézané u celé fady lysosomalnich stfadacich onemocnéni (napf. Niemann-Pickova choroba typ
C nebo o-manosidosa, ale i jiné) je naprosto nejasny, prestoZe se jedna o vyznamnou a dlouhou dobu
znamou neuropatologickou zménu jednoznacné souvisejici s poruSenym axondlnim transportem.

U neékterych lysosomalnch enzymopatii dochazi ke stfadani i v arachnotelu leptomeninx (Obr. 26).

Stradani v oligodendroglii. Jde o dvé jednotky: metachromatickou leukodystrofii (sulfatidosu, deficit
arylsulfatasy A) a Krabbeho nemoc (deficit -galaktosidasy).



Situace je zde velmi odliSna od lysosomalniho stfadani v ostatnich burikach organismu. Dtvod je ten, Ze
jde o poruchu obratu komplexu myelinovych membran, které jsou soucasti oligodendroglie samotné a
kterymi oligodendroglie obkruzuje axon (Obr. 27). Jakym zptisobem je realisovan obrat lipidnich
komponent (galaktocerebrosidu a sulfatidu) tohoto komplexniho systému membran neni zcela jasné. Tim
se oligodendroglie liSi od vSech ostatnich bunécnych typt, které maji na periferii jednoduchou bunécnou
membranu, kterd komunikuje s extracelularnim prostorem procesem endocytosy, pripadné fagocytosy
(viz shora).

U Krabbeho nemoci se predpoklada toxicky vliv lysoderivatu galaktocerebrosidu (tidajné syntetického
pivodu), ktery vede k zaniku oligodendroglie jiZz v pocateCnim stadiu stfadani. Klasickd akumulace
sttddaného lipidu v lysosomech je vyjadfena minimalné, v mnoha pfipadech chybi. Sekvence zmén u
Krabbeho nemoci je na Schématu 13.

V pripadé sulfatidosy se predpoklada abnormalni zvySeni koncentrace sulfatidu v lamelach myelinu, coz
sniZuje jeho stabilitu. Situace na drovni molekularni patologie buiikky neni doposud zcela vysvétlena.
Nazory na mechanimus zmén, zodpovédnych za vznik leukodystrofie u sulfatidosy, jsou shrnuty na
Schématu 14 (pro srovnani progrese zmén u m. Krabbe Schéma 13)

Da se shrnout, Ze enzymovy deficit vede v obou pfipadech k zaniku oligodendroglie, tim k nestabilité
myelinu (ktery je soucasti oligodendroglie) a k jeho odbourdni. Gliové fagocyty degraduji vSechny
myelinové komponenty s vyjimkou substratu deficitniho enzymu. Proces stfadani se tedy projevuje v plné
intensité sekundarné az v glidlnich fagocytech, které u Krabbeho nemoci predstavuji jediny stfadaci
bunécny typ (Obr. 28 A). U sulfatidosy jsou stfadanim postiZeny i astrocyty (Obr. 28 B) a nékteré
neurony.

Postizeni sitnice (jednd se vlastné o jedinou ¢ast CNS dostupnou zevnimu vySetfeni) se projevuje
abnormalnim Zlutavym zabarvenim, které je zpisobeno akumulovanym stfadanym lipidem
v neuronalnich perikaryich. Od néj se odrazi tmavsi, Cervena barva foveoly, kde perikarya chybi. Tento
abnormalni obraz je podstatou tzv. tresriové skvrny na ocnim pozadi popsané jiz na konci 19. stoleti u
prvych pripadii Tay-Sachsovy nemoci. K tomuto projevu dochazi typicky u gangliosidos (GM2, GM1),
vzacné u jinych lipidos, obecné vSak u stavl s vyznacenym stfddanim lipidu v neuronech. Je-li mensi
intensita stfadani, Zlutd barva se koncentruje do perifoveolarni oblasti, kde je koncentrace neuronti
nejvyssi.

Dalsi variantou postiZeni je tzv. pigmentovd retinitida, jejiz podstatou je atrofie sitnice dana degeneraci a
vypadky neuronti, gliosou, postiZenim retinalniho pigmentového epitelu, jeho rozpadem, fagocytosou
melaninu makrofagy a jejich migraci sitnici. Souhrnné pak tyto zmény davaji vznik tzv. "pigmentové
retinitidé", coZ neni nic jiného neZ ztrata integrity vrstvy retindlniho epitelu a disperse fagocytujicich
melanofagl (Obr. 29). Zanik retindlniho pigmentového epitelu dale prispiva k postiZeni sitnice, protoZe
zajist'uje trvalé odbouravani termindalnich casti fotoreceptort.

Pokud se stfadani manifestuje v makrofazich, dochazi k vyraznému zvétSeni sleziny, lymfatickych uzlin,
ale i jater. Stradajici makrofagy mohou vyraznym zplisobem infiltrovat plice. Pfi splenomegalii dochazi
az k dysfunkci sleziny (hypersplenismu), jejimZ projevem je dfefiovy ttlum. PostiZzenim makrofagii se
maximalné vyznacuje Gaucherova nemoc (deficit S-glukocerebrosidasy) a m. Niemann-Pick, typy A a B
(deficit kyselé sfingomyelinasy) (Obr. 30), z¢asti i typ C.

Stradani v perifernich leukocytech je velmi dobfe zndmo z cytologické analysy perifernich krevnich
natért, zejména o glykoproteinos, typicky u a-manosidosy (Obr. 31 A), u fady mukopolysacharidos (Obr.
31 E), u mukolipidosy II (Obr. 31 C, D) a u neurondlni ceroid lipofuscinosy typu 3 (NCL3) (Obr. 31 F).
O bliZsi povaze tzv. Alder-Reilyho granul, které jsou téZ vyjadfenim stfadani v leukocytech a zejména o
jejich vztahu k systému LRO (viz niZe), neni znamo nic podstatného. Jsou definovany jako stfadaci
vakuoly s densnim centrem.

Pri stfadani v krevnich kapilarach dochazi velmi Casto k vzniku tzv. angiokeratomt. Angiokeratomy se
béZné nalézaji u Fabryho nemoci (deficit a-galaktosidasy), u které maji na kizi sva predilekc¢ni mista.



Jednim z nich je oblast okolo pupku (Obr. 32 A). Jejich podstatou jsou fokalni distense konec¢nych tisekt
koZnich Kkapilar postiZenych stfddanim, kolem téchto distensi se vytvari "limec" proliferujicich
keratinocyti (Obr. 32 B). Angiokeratomy se vyskytuji i u Schindlerovy nemoci (deficit a-N-Acetyl-
galaktosaminidasy), u o-fukosidosy a [(-manosidosy. VSem je spolecné vyznamné stifddani v cévnim
endotelu. Mechanismus jejich vzniku neni jasny. Jsou pozoruhodné diskrepanci mezi postiZenim cévy a
minimalnim stupném stfadani. Nevyskytuji se mimo kizi a sliznice. Podle dosavadnich zkuSenosti
s enzymovou terapii u Fabryho nemoci nemizi ani po dlouhodobém léceni.

Postizeni cévni stény (arterii i Zil) je nejvice prostudovano u Fabryho nemoci. Vedle endotelii jsou
masivné postiZeny stfadanim hladké svalové buiiky (Obr. 33). To vysvétluje cévni varikosity, pfimo
patrné v sitnici a dale cely komplex arteridlnich problémt u této enzymopatie, od narusené funkce
(tendence ke spasmtim) aZ po fibrosu, kalcifikace a vznik aneurysmat.

Postizeni kiiZe je zndmo zejména postiZzenim cévniho endotelu (viz vySe). Vyznamné postiZeni je zndmo
u potnich (ekrinnich) Zlazek, typicky u mukopolysacharidos (Obr. 34) a ve skupiné neuronalnich ceroid
lipofuscinos (Obr. 35). Zejména ve druhé jmenované skupiné je kozni biopsie resp. potni Zlazky v ni
obsazené dulezitym diagnostickym vzorkem. Mélo sledovana je epidermis, i kdyZz patfi téZ k buiikam
postiZzenym lysosomalnim stfadanim. Znamé je postiZeni epidermis u nékterych mukopolysacharidos a u
sttadani sialové kyseliny (mutace membranového transportéru - Obr. 36). V lysosomech takto
postizenych keratinocytt se nachazeji i normalné fagocytované melanosomy. Jejich degradace je zvysena,
coz vysvétluje tendenci k vyrazné ztraté pigmentace kiize u téchto patologickych stavti.

Plice jsou nejvyraznéji postiZeny u stfadacich onemocnéni postihujici makrofagy (m. Niemann-Pick A,B,
vzacnéji C; m. Gaucher). PostiZeni je rizné vyjadreno, nékdy je tak intensivni, Ze vede aZ k respiracni
insuficienci. Divody, pro¢ se v nékterych pripadech stfadaci makrofagy akumuluji v plicich (jde prevazné
o alveolarni lokalisaci, i kdyZ jejich pritomnost v alveolarnich septech byla opakované popsana) nejsou
jasné. Stradani mize byt dale vyjadreno v ramci postiZzeni hladkého svalu cévniho (napf. u Fabryho
nemoci) ¢i v ramci postiZzeni periferniho nervového systému. Stfadani v respiracnim epitelu je znamé u
nékterych lysosomalnich poruch jako je deficit kyselé sfingomyelinasy (Obr. 37 A), ale nebylo
systematicky sledovano. Casté je u Fabryho nemoci (Obr. 37 B).

Kosterni sval je velmi vyrazné postiZen u deficitu a-glukosidasy (m. Pompe - glycogen storage disease
type II). Vysledkem je myopatie. Ta miiZe byt hlavnim pfiznakem u dospélé varianty Pompeho nemoci
(deficit lysosomadlni a-glukosidasy). Zmény odpovidaji lysosomalni akumulaci glykogenu, které mohou
byt vyjadieny v rizné intensité v jednotlivych vlaknech (Obr. 38 A). Manifestace ve svalu je unikatni tim,
Ze je vyrazné aktivovana autofagie, které prispiva podstatnym zplisobem k postiZeni svalu (Obr. 38 C, D).

4.6. Experimentalné vyvolané lysosomalni poruchy

Nizké pH lysosomil odpovida za fenomén distense endosomii, zptisobeny aplikaci slabych organickych
bazi. Tyto jsou pri extracelularnim pH elektro neutralni a prochazeji volné membranami bunék do
riznych intracelularnich oddild burky. V kyselém kompartmentu (termindlni ¢asti Golgiho aparatu a
ELS) adduji proton a pro takto vzniklé ionty prestava byt membrana kompartmentu prostupna. Osmoticky
je nasavana voda za soucasné distense lysosomd.

Je velmi dobfe znamo, Ze znaCna ¢ast latek, podavanych nebo testovanych jako léky, mtize vyvolat obraz
identicky s lysosomalni enzymopatii. Spoleénym jmenovatelem celé fady téchto latek je jejich amfifilni
povaha (hydrofobni i hydrofilni zaroven) a pfitomnost dusikového atomu, ktery se mtiZe protonaci zmeénit
na kvarterni amoniovou bazi. Tyto latky maji schopnost vazat lipidy, zejména fosfolipidy fady
fosfoglyceridd, a vytvaret s nimi komplexy, které jsou tézko Stépitelné prisluSnymi enzymy. VSechny tyto
latky zaroven zvySuji endosomalni a lysosomalni pH, ¢imZ celkové prispivaji ke sniZeni hydrolytické
kapacity lysosomalnich enzyma.
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hexestrol (diethylaminoethoxyhexestrol), pivodné podavany jako koronarni vazodilatans, vyvolava pri
del$im podavéni obraz generalisovaného stfadani fosfolipidi. Masivni stfadani fosfolipidt v fadé bunék
byl vysvétlovan inhibici fosfolipasy A1l. Proces je fenotypové v mnoha rysech velmi blizky m. Niemann-
Pick typ A a B (deficit kyselé sfingomyelinasy). Zv1asté masivné jsou postiZena jatra (Obr. 39 A, B)

gentamicin (aminoglykosidové antibiotikum) je znamy zejména svym nefrotoxickym ptisobenim. V
ledvindch, ale i jinde, vyvolava vyrazné lysosomalni stfadani fosfolipida.

chlorochin (antimalarikum) vyvolava lysosomalni stfadani v nejriiznéjSich organech. Paralelné inhibuje
celou fadu enzymt, vCetné kyselé sfingomyelinasy.

tricyklicka antidepresiva (imipramin, clomipramin, iprindol) vyvolavaji v experimentu obraz
generalisované lipidosy. Podobné se chova anorektikum chlorfentermin.

Neékteré z téchto latek se vazi pfimo na aktivni centra enzymi a putsobi jako enzymové inhibitory.
Nejzndméjsim takovym inhibitorem je v soucasné dobé konduritol [-epoxid, specificky inhibujici
lysosomalni -glukocerebrosidasu.

Tiloron a Suramin indukuji zmény typu mukopolysacharidosy. Tiloron inhibuje degradaci dermatan
sulfatu. Vysledkem je obraz srovnatelny s mukopolysacharidosou (Obr 39 C).

4.7. Praktické aplikace

4.7.1. Detekce in situ lysosoml v buinikach a tkanovych rfezech véetné
diagnostickych aplikaci

Detekce lysosomt vychazi ze znalosti zakladu jejich strukturni biologie.
Detekce lysosomdlnich lumindlnich komponent (Schéma 15)

Klasickou cestou je priikaz aktivity lysosomdlnich enzymii, coz vyZaduje tkan nenaruSenou fixaci. Tato
problematika je natolik znama, Ze bliZSi zminka v tomto textu je nadbytecna. Jen okrajové je vhodna
poznamka, Ze pouziti Gomoriho techniky priikazu kyselé fosfatasy vedlo k identifikaci lysosomi na
ultrastrukturalni trovni (Obr. 40 D).

Metodou pro béZnou aplikaci v dostupnych rutinnich tkanovych vzorcich (obvykle formolem fixované a
do parafinu zalité tkanové vzorky) je imunohistochemicka nebo imunofluorescenc¢ni detekce katepsinu D
(ubikviterni lysosomalni proteasa). Antigenni epitop katepsinu D je detekovatelny i po aldehydové fixaci,
odvodnéni a zaliti do parafinu (Obr. 40 A). V kryostatovych fezech (v natérech nebo monolayerech
kultivovanych bunék), miize byt na obtiZ solubilita katepsinu D (jde o solubilni intralysosomalni
hydrolasu). Pak je na misté testovat fixaci metanolem. Imunohistochemické pristupy mohou byt pouzity i
pro detekci jinych intralysosoméalnich komponent, napf. saposini ¢i lysosomélnich enzymt.

Detekce lysosomalnich membranovych komponent.

Komercné jsou dostupné protilatky proti LAMP1, LAMP2, CD63 a LIMP2. Jde o integralni membranové
glykoproteiny. Nehrozi jejich solubilita. Persistuji i po standardnim zpracovani vzorkd, takze lze detekci
provést i v parafinovych fezech (Obr. 40 B, C). Pro detekci makrofagi je béZné pouzivana monoklonalni
protilatka CD68, ktera detekuje lysosomy makrofagu.



4.7.2. Moznosti testovani funkce lysosomalniho systému in vivo
v bunécénych kulturach

Klasické biochemické in vitro techniky, testujici aktivitu lysosomalnich enzymt, maji své diagnosticky
nezastupitelné misto, ale v nékterych ptipadech jsou zcela nezbytné dalSi metodické pristupy. Ukazuje se,
Ze aktivita enzymu in vitro je sice stanovena naprosto exaktné, ale po strance biologické nemusi
odpovidat situaci in vivo. Jednou z pricin je, Ze se vétSinou nepouziva prirozeny, ale synteticky substrat,
jehoZ vlastnosti jsou odliSné. Korelace takto zmérené residudlni aktivity lysosomalniho enzymu u
lysosomalnich enzymopatii neskyta mozZnost zcela spolehlivé korelace s klinickou mirou onemocnéni.

Stanovit kritickou dolni hranici rezidualni aktivity, ktera by vedla k rozvoji stfadani a tim klinického
onemocnéni, je rovnéz velmi obtiZzné. L.ze pozorovat rychly a smrtelny priibéh onemocnéni pri hodnotach
residudlni enzymové aktivity z rutinniho méfeni v fadu 10-20% normy, na druhé strané Ize pfi podstatné
niz§ich aktivitich pozorovat velmi priznivy a mirny fenotyp, pfipadné pribéh zcela klinicky
asymptomaticky. Krajnim ptikladem je tzv. pseudodeficience, kdy pfi residualnich hodnotach 10-20%
normalni aktivity chybi nejen klinické priznaky, ale i jakékoliv znamky stfadani na bunécné drovni.

Velmi cennou pomoci pro feSeni téchto situaci jsou takzvané dynamické zatéZové testy (loading testy)
lysosomalnich enzymf, provadéné v bunécnych kulturach mutantnich bunék (napft. fibroblasti, EB
transformovanych B lymfocytt ¢i bunék trofoblastu).

Principem je vyuZiti endocytosy znaceného kritického substratu (prirozeny substrat znaceny fluorogenem,
radioisotopem nebo stabilnim isotopem), podaného bud’ volné ve formé micel nebo prostfednictvim
receptorem zprostfedkované endocytosy, kterd je mnohonasobné efektivnéjsi neZ endocytosa vodné faze
(fluid phase). Substrat je ve druhém pripadé aplikovan ve formé liposomu obsahujiciho ligand pro
bunécny povrchovy receptor (napft. radioaktivné znaceny sfingomyelin zabudovany do liposomu s apoB
nebo pfimo do LDL pfi diagnostice deficitu kyselé sfingomyelinasy - m. Niemann-Pick typ A a B).

Usporadani testu umozZnuje posuzovat dynamiku degradace endocytovaného lipidu a korelovat tyto
a jejich korelace s klinickym fenotypem je dokonalejSi. Napf. u shora zminéné pseudodeficience jsou
hodnoty zatéZového testu v normalnich mezich. Znamena to, Ze podminky pro normalni aktivitu enzymu
s pseudodeficientni alelou jsou zajiStény pouze v podminkach in vivo. TotéZ plati pro pfipady deficitu
proteinovych aktivatort sfingolipidovych hydrolas (saposinti), které se nedaji rutinni enzymologii in vitro
prokazat, ackoliv in vivo reakce neprobihd a substrat se hromadi stejné jako v pfipadé mutovaného
enzymoveého proteinu.

Shrnuto - v pFipadé pseudodeficitu chybi zndmky stFdddni i pres ,,deficitni*“ aktivitu enzymu testovaného
standardni cestou; v pripadé deficitu aktivatoru je situace obrdcend: znamky lysosomdlniho stradani
vyjadreny jsou a kontrastuji s normdlni aktivitu enzymu.

4.7.3. Molekularné genetické aplikace

Podobné jako u jinych monogenné dédi¢nych onemocnéni je znalost genu(li) odpovédnych v piipadé
patogenni variace (mutace) v jejich sekvenci za rozvoj fenotypu onemocnéni naprosto zasadni nejen pro
molekularné genetickou diagnostiku v postiZenych rodinach, ale i pro dalSi vyzkum pfisluSného
onemocnéni (napf. moznost vytvareni modelovych organismi, krystalisace proteinu pro zjiSténi terciarni
nebo kvarterni struktury apod.). Jak bylo uvedeno v tivodu tohoto textu, u vétSiny lysosomalnich
enzymopatii byla nejdfive stanovena deficitni enzymova aktivita a aZ nasledné byl nalezen gen kédujici
prisluSny enzym. Tato skuteCnost, tedy apriorni znalost deficitni aktivity, vidy znamenala ulehceni
identifikace kritického genu. Komplikovanéjsi byla (je) situace u neenzymatickych deficit, kde bylo (je)
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vztahu mezi nové nalezenymi mutacemi v dosud s chorobou neasociovanych genech a rozvojem



klinického fenotypu.

Molekularné geneticka diagnostika predstavuje vrchol diagnostického algoritmu u kazdé dédicné
monogenni choroby a v pripad€, kdy se nedafi mutaci prokazat, by nemél byt prisluSny pripad uzaviran i
pii positivité jinych diagnostickych kriterii (napf. enzymaticky deficit). VZidy se miiZe jednat o vliv
néjakého doposud neidentifikovaného modifikujiciho genu. Obrovskou vyhodou molekuldarné genetické
diagnostiky je moZnost provadeét ji s vysokou presnosti prenatalné, a i proto je nutné v rodinach, kde se
onemocnéni vyskytlo, mutace stanovovat, i kdyZ neni moZné v souCasnosti nabidnout kauzalni 1écbu
vhodné pouze pro pacienty s urCitym, predem znamym a testovanym typem mutace. V konkrétnim
pripadé této modality 1éCby lze positivni terapeuticky efekt ocekavat pouze u pacientt postiZenych mutaci
se zachovanou residualni aktivitou a positivni odpovédi na stabilisaci mutantniho konformeru.

4.8. Terapie genetickych lysosomalnich stfadacich onemocnéni

Jak vyplyva z vySe uvedeného, skupina lysosomalnich stfadacich onemocnéni predstavuje soubor
nosologickych jednotek, které prestoZze celou fadu klinickych, bunécné biologickych, bunécné
patologickych a molekularné patologickych aspektii vzajemné sdileji, jsou jako celek zna¢né heterogenni.
Se zretelem k této skutecCnosti je tfeba pristupovat ke studiu jejich patogeneze, ale také k experimentalnim
a nasledné i klinickym pokustim o jejich terapii.

Oblast vyzkumu a vyvoje terapeutickych pristupti v oblasti lysosomalnich stfddacich onemocnéni ma,
podobné jako u jinych vzacnych metabolickych onemocnéni, sva specifika, ktera musi byt nutné zvazena
a odpovidajicim zptisobem FeSena, pokud ma byt viibec uvazovano o vyvoji a implementaci jakychkoliv
kauzalnich terapeutickych postupti. Mezi takova specifika patii zejména nasledujici body:

i. heterogenita celé skupiny lysosomalnich stfadacich onemocnéni na vSech trovnich (klinicka,
tkaniové organova, bunécna, molekularni) v€etné individualnich fenotypickych subvariant
jednotlivych nemoci, vazanych, v extrémnim pfipadé, na jednu konkrétni mutaci

ii. omezeny pocet spolecné sdilenych parametrii molekularni a bunécné patogenese mezi
jednotlivymi chorobami a z toho plynouci nemoZnost aplikace universalniho terapeutického
pristupu pro celou skupinu téchto onemocnéni

iii. vysoké financni naklady na vyvoj terapeutickych postupti koncové urcenych velmi malému poctu
nemocnych

iv. hodnoceni efektu 1é¢by na drovni tkanové a strukturalné bunécné vychazi, pokud je viibec
realisovano, z malého celosvétového poctu nemocnych, toto umocnéno malou ochotou pitvat
drive 1éCené zemrelé

v. socioekonomicka restrikce v pristupu k podavani drahych léciv (1é¢i se pouze pacienti v zemich
s fungujicimi a relativné bohatymi systémy financovani zdravotni péce).

Z biologického pohledu a pfi soucasné kritické znalosti mechanismt participujicich na patogenesi
lysosomalnich stfadacich onemocnéni (viz vySe) je moZzné o obecnych pristupech k terapii a smérech
jejiho dalSiho vyzkumného rozvoje uvazovat v nasledujicich rovinach, tzn. pokusit se v experimentalni a
nasledné i v klinické terapii o nasledujici:

1. redukovat nebo pfimo inhibovat akumulaci primarné a/nebo sekundarné lysosomalné stfadaného
materialu prostfednictvim tiplné nebo parcialni korekce primarniho genetického defektu



redukovat syntesu, resp. snizit lysosomalni naloz kritickych substratt
zasahnout a positivné ovlivnit poSkozujici systémové dopady lysosomalniho stfadani
positivné ovlivnit pravodni klinickou symptomatologii dostupnymi terapeutiky a lé¢ebnymi

postupy - 1écit tedy symptomaticky s cilem zvysit kvalitu Zivota pacientti na nejlepsi dosaZitelnou
uroven.

Aktualni skutecnosti je tendence kombinovat jednotlivé uvedené pristupy a vytvaret efektivnéjsi
biologicky opodstatnéné aditivné fungujici kombinované terapeutické protokoly.
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ii.

allogenni transplantace krvetvornych bunék, klinicky opakované provedeno a nesystematicky
provadéno u vybranych stfadacich onemocnéni (napt. nékteré MPS). Problémem je pozdni, pokud
néjaky, nastup korekce enzymového defektu v CNS, kde jsou nositelem terapeutického efektu
buriky mikroglie (ptivodem hematopoetické), které musi CNS re-populovat a nasledné se svym
neuronalnim a glialnim okolim funkéni protein sdilet aktivni sekreci do extracelularniho prostoru
(nelze vyloucit participaci exocytosy lysosomt — viz vyse). Tento mechanismus (sekrece
zdravymi transplantovanymi buiikami a endocytosa buiikami deficitnimi) je obecny a predstavuje
teoreticky efekt 1écby. Experimentalné (pouZity byly napr. zvifeci modely m. Niemann-Pick typ A
a C ¢i m. Sandhoff) byla testovana implantace neuronalnich kmenovych bunék pro korekci
prislusnych enzymatickych deficiti v CNS. Zde je nutné vzit v potaz nutnost komplexniho
zarazeni implantovanych neurondlnich prekurzorti do stavajici neurondlni sité, coz je moment
krajné problematicky. Podobné problematické jsou i pokusy o implantaci prekurzort
oligodendroglie u lysomalnich stfadacich onemocnéni s dominantnim postiZenim bilé hmoty -
leukodystrofii (m. Krabbe, metachromaticka leukodystrofie).

exogenni substituce defektniho proteinu. V klinické praxi je tento pristup ze vsech
uvedenych nejrozvinutéjsi. Tyka se vylucné exogenni substituce enzymatickych
lysosomalnich deficiti rekombinantnimi proteiny (ezyme replacement therapy - ERT).
Rekombinantni enzymy modifikované a obohacené o M-6-P glykosylaci pro lepsi receptorem
zprostiedkovanou endocytosu jsou pacientim podavany intravenosné v intermitentnich pulsech.
Jedna se o praktickou klinickou aplikaci obecného bunécné biologického principu receptorem
zprostiedkované endocytosy a nasledného specifického intracelularniho cileni proteinti do ELS.
Rekombinantni enzymy jsou produkovany primyslové v nehumannich buné¢nych expresnich
systémech (napf. chinese hamster ovary cells - CHO cells). V soucasnosti jsou timto zptisobem,
vice ¢i méné, efektivné klinicky 1éCeny prisluSnymi (viz vySe) rekombinantnimi hydrolasami
nasledujici lysosomalni stfadaci onemocnéni - m. Gaucher, m. Fabry, MPS I, MPS VI. V pripravé
jsou rekombinantni kyseld sfingomyelinasa pro 1écbu m. Niemann-Pick typ B a kysela lipasa pro
1écbu m. Wolman a CESD (cholesterol ester storage disease). I pres dobré klinické vysledky,

v dnesni dobé validované na mezinarodné propojenych a kriticky testovanych skupinach
dlouhodobé lécenych pacientt, je nutné zminit nékteré nedostatky ERT. Patii mezi né inkompletni
organova a tkanova distribuce (typicky je pro ERT nedostupny CNS z dtivodu pritomnosti
hematoencefalické bariery, byla taktéZ prokazana omezena extravasalni distribuce
rekombinantnich proteinii). Nelze opomenout negativni skutecnost moznosti vzniku autoprotilatek
proti rekombinantnimu enzymu u nékterych pacientti zfejmé z diivodu jeho predchozi non-
humanni produkce (napft. odliSna glykosylace). V neposledni fadé je nutné uvést, Zze ERT je
pristup individualisovany pro konkrétni enzymovy deficit. Cena ERT je v soucasnosti také velice
vysoka. V ramci vyzkumu ERT se v posledni dobé objevila tendence testovat efektivitu
endocytosy zprostfedkované jinymi typy receptorti nez pro M-6-P (napriklad receptor pro
insuline-like growth factor 1 - IGF1). Takovy pristup mtize zvysit efektivitu ERT. Pro takovy
pristup je vSak tfeba modifikovat rekombinantni enzymy pridanim domén specificky reagujicich
s prisluSnymi receptory, zaroven si vSak tyto ftizni proteiny musi zachovat svou enzymatickou
aktivitu. DalSim limitem ERT je skutecnost, Ze princip exogenni aplikace rekombinantniho
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proteinu byl doposud pouzit pouze pro deficity solubilnich lysosomalnich enzymt. Je otazkou,

s jakou efektivitou, zda viibec a po jakych modifikacich by bylo mozZné podobny pristup aplikovat
na deficity membranovych nebo obecné neenzymatickych lysosomalnich proteinti. i. Ukazuje se,
Ze i samotny proces stfadani, zejména pokud postihuje buriky s dlouhou Zivostnosti, nebo pfimo
postmitotické, miiZze natolik modifikovat lysosomalni systém (mimo jiné deposici ceroidu), Ze
cileni endocytotickych vackt (obsahujicich rekombinantni enzym) nemusi byt efektivni.
Vyznamnym faktorem efektivni ERT je obména bunék, kdy enzym je efektivné endocytovan
prekursory, které jeSté nejsou postiZeny stradanim. Tim je zajiSténa prevence vzniku stfadacich
bunék, které ztraci schopnost efektivni endocytosy. Tak se da vysvétlit efektivni ERT Gaucherovy
nemoci (zralé Gaucherovy buriky maji redukovanou endocytosu — jejich Zivostnot neni presné
znama, ale je omezena). Monocyty — jejich prekursory endocytuji apikovany enzym, ¢imZ dochazi
k prevenci vzniku typickych Gaucherovych bunék.

chemicka nebo bunécna konformacni stabilisace mutovanych proteint s rezidualni aktivitou
pouzitim chaperont, a to jak povahy nizkomolekularni, tak i ovlivnénim intracelularnich drah
kontroly sbalovani a degradace nekonformovanych nebo abnormélné konformovanych proteind.
Vyraz "chaperon" - zde nizkomolekularni chemikalie, ale i funk¢ni intracelularni protein - je

v tomto kontextu nutné chapat obecné jako faktor, nebo lépe, katalysator €i stabilisator sbalovani.
Vyhodu znovu pfi pouZiti tohoto pristupu maji proteiny s residualni enzymovou aktivitou ¢i
funkci, které mohou byt ve svych konformacné nestabilnich mutovanych formach stabilisovany
vazbou kompetitivnich inhibitorti vlastnich substrat do aktivniho centra. Teoreticky zaklad
tohoto pristupu fika, Ze chaperon (zde nizkomolekularni latka na bazi kompetitivniho inhibitoru)
vazbou do aktivniho centra mutovaného enzymu tento stabilisuje a dovoli jeho cileni do ELS aniz
by byl degradovan v ER jako konformacné nestabilni z diivodu pfitomné mutace. V ELS je potom
chaperon/inhibitor vytésnén prirozenym substratem, ktery tak mtize byt, byt s nizZsi residualni
efektivitou, alespon ¢aste¢né mutovanym enzymem degradovan. V soucasné dobé se tento pristup
testuje napriklad u vybranych mutacnich variant a-galaktosidasy, -glukocerebrosidasy, [3-
hexosaminidasy ¢i GM1-B-galaktosidasy. Druhym slibnym pristupem, vyhledové pouZitelnym i u
mutovanych a konformacné nestabilnich neenzymatickych lysosomélnich proteint, mtize byt
ovlivnéni regulacnich drah spojenych s degradaci abnormalnich konformert v burice. Cilem tedy
je ovlivnit proteinové chaperonové sité v ER tak, aby dochazelo k degradaci residualné funkcénich
mutovanych forem s nizsi efektivitou. Tento pristup, spocivajici tfeba v inhibici kritickych
proteinovych chaperonti odpovédnych za finalni kontrolu sbaleni procesovanych proteinti, miize
byt nakonec obecné aplikovatelny na $irsi skupinu riiznych mutovanych proteinti (napf
prostfednictvim universalniho heat shock proteinu 70). Tato skutecnost tedy zasadné odliSuje
tento pristup od toho, jenZ pouZiva nizkomolekularni kompetitivni inhibitory, ktery je znovu
nejenZe enzym specificky, ale mnohdy dokonce specificky pro individualni mutace jediného
proteinu. Praktickym vystupem tohoto druhého obecnéjSiho konceptu jsou v soucasnosti
probihajici studie vyhledéavajici skriningovym zptisobem jiZ dostupnd, avsak pro jiné terapeutické
aplikace pouZivana (nevyvstava tedy nutnost klinickych zkouSek de novo) 1éciva s potencialnim
positivhim vlivem na lysosomalni stfadani tfeba pravé prostrednictvim modulace efektivity
intracelularnich regulacnich drah sbalovéani a degradace konformacné nestabilnich proteind.

genova terapie (v soucasnosti Cisté experimentalni). Experimentalni pristupy v této oblasti (tyka
se celé fady lysosomalnich stfadacich onemocnéni) se soustfedi zejména na rozvoj metodik
vneseni komplementujici normalni genetické informace do deficitnich neuronalnich bunék a
vektorti. V tuto chvili neexistuje, dle dostupnych informaci, metodika, ktera by tento princip

v blizké budoucnosti prenesla do klinické praxe.

Terapie redukci syntesy substratii (substrate reduction therapy - SRT). Tento pfistup je
v soucCasnosti, v podstaté vylucné, spojovan s klinickym terapeutickym pouZitim inhibitoru syntesy
glykosfingolipidi - N-butyl-deoxyjonojirimycinem (NB-DNJ). SniZeni syntesy glykosfingolipidii mtize
znamenat sniZeni narokti na jejich naslednou degradaci a positivni efekt l1ze tedy ocekavat u téch



lysosomalnich stfadacich onemocnéni, ktera jsou spojena s jejich primarni nebo sekundarni akumulaci.
V pripadé NB-DNJ se tedy o jednd latku s konkrétnim terapeutickym vyuZitim u m. Gaucher (deficit 3
glukocerebrosidasy) nebo m. Niemann-Pick typ C, kde v nékterych bunécnych typech (zejména
neuronech) dominuje zneznamého divodu stfadani pravé glykosfingolipidi nad stfadanim
neesterifikovaného cholesterolu.

Ad. 3

S odkazem na dfive uvedenou cast tykajici se funkcnich dopadt lysosomaélniho stfddani na fysiologii
buriky je vhodné zminit nékolik potencionalné prinosnych terapeutickych pristupt, které pfimo odrazi
vysledky zakladniho bunécné biologického vyzkumu v této oblasti.

Konkrétné se v souCasnosti testuji moZnosti rekonstituce kalciové intracelularni rovnovahy poruSené
v souvislosti s lysosomalnim stfadanim pouZitim latek na bazi kurkuminu. Skutecnym hitem poslednich
let je, na zvirecich modelech provedeny, prikaz positivniho vlivu 2-hydroxypropyl-p-cyklodextrinu na
redistribuci neesterifikovaného cholesterolu u m. Niemann-Pick typ C. Z dalSich je pak mozné uvést
pokusy o terapeutické pouziti antioxidanti (napf. N-Acetyl-cystein) pro zlepSeni klinického fenotypu u
Experimentalnim podkladem poufZiti téchto 1éCiv je skute¢nost, Ze jednim z hlavnich obecnych efektt
lysosomalniho stfadani v CNS je potencialné poSkozujici aktivace mikroglie (povaZovano nékterymi
autory za zanétlivou reakci).

Ad. 4

Symptomaticka 1écba ve vSech klinickych oborech, jichZ se patologie lysosomalniho stfadani dotyka. Pro
definovani takové oborové Sife je moZné se podrzet vySe uvedené casti "organova patologie", nebo
v zavéru uvedeného stru¢ného prehledu specialisaci ptivodnich autorti popist jednotlivych lysosoméalnich
sttadacich onemocnéni (viz niZe). V podstaté neexistuje obor lidské mediciny (Schéma 16), jehoZ
specialisace by nezahrnovala symptomatologii spojenou s néjakou formou lysosomalniho stfadani.
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4.9. Lysosomalni residualni téliska (ceroid, lipofuscin, siderosomy,
kuprosomy)

Jednou z velmi Castych nespecifickych poruch lysosomalniho aparatu je vznik tzv. residualnich télisek.
Patii mezi né skupina tzv. lipopigmentt a residualni téliska obsahujici kovy (sole Zeleza a médi).

4.9.1. Lipopigmenty

Lipopigment je historicky termin (stale méné pouZivany) pro tato lysosomalni residualni téliska.
Naznacuje dlouho prevladajici predpoklad, Ze jde o pigmentované latky, derivované z lipidi jejich
peroxidaci, coz bylo v fadé situaci vylouceno. V literatufe jsou, dnes jiZ historicky, zakotveny dvé formy
(varianty) lipopigmentu: ceroid a lipofuscin. Po urcitou dobu bylo pouZivano déleni dle Pearse, podle
kterého vznikaji lipopigmenty peroxidaci nenasycenych lipidl, pri Cemz ceroid a lipofuscin byly
definovany jako rtizné pokrocila stadia lipoperoxidace (ceroid inicialni, lipofuscin pokrocilejsi). Gedigk a
Totovi¢ odliSovali obé varianty lipopigmentu podle mechanismu vzniku: ceroid v procesu fagocytosy,
lipofuscin v procesu autofagocytosy. V soucasnosti se konsensualné rozliSuji oba typy (Schéma 17). Jde o
formalni rozliSeni, které je nepochybné docasné.

4.9.1.1. Ceroid

(odvozeno od feckého slova Zluty) je tedy podle soucasné definice lipopigment indukovany patologickym
procesem. Vyznacuje se v nékterych pripadech nahnédlou barvou. Je silné hydrofobni, barvi se tedy silné
nepolarnimi histologickymi barvivy (tukova Cerveni, sudanova Certl), neni rozpustny v béZznych tukovych
rozpustidlech (da se prokazat i v parafinu) a Zluté fluoreskuje po excitaci svétlem o vinové délce 360-400
nm.

vvvvvv

dlouhodobou exogenni naloZi (fagocytovanymi lipidnimi latkami nebo buifikami bohatymi na strukturalni
lipidy jako jsou fragmenty myelinu, lipoproteiny, krevni desticky a dal$i. Histiocyty preplnéné ceroidnimi
granuly maji v klasickych hematologickych cytologickych barvenich velmi impresivni obraz masivni
granulace modré nebo modrozelené barvy (moisky modré - sea blue), kterd jim dala jméno sea-blue
histiocyty (Obr. 41). Ceroid miZe byt jedinou komponentou histiocytarnich lysosomt. Typickym
prikladem je excesivni histiocytarni ceroidosa u syndromu Hefmanského a Pudldka a Chediak-Higashiho
syndromu (viz niZe). BéZné se vSak takové histiocyty bohaté na ceroid vyskytuji u nejriiznéjSich
lysosomalnich enzymopatii, kdy se ceroid akumuluje sekundarné jako jeden z disledkt lysosomalni
dysfunkce. Typickym prikladem je protrahovana forma Niemann-Pickova onemocnéni (deficit kyselé
sfingomyelinasy - Obr. 42) V takovych pripadech je mozZné vZdy histochemicky prokazat v lysosomalnich
vakuolach, doposud nezaplnénych ceroidem, akumulovany neStépeny enzymovy substrat (napt. lipid),
ktery je primarnim projevem poruchy, at’ jiZ geneticky podminéné, nebo ziskané.

K indukci ceroidu dochazi casto v lysosomech jinych bunécnych typi, postiZenych lysosomalnim
sttddanim, zejména, jde-li o pomalu probihajici formy. Velmi ¢asto je tomu v neuronech u gangliosidos
(Schéma 19) a u mukopolysacharidos, nebo obecné v lysosomech celé fady bunécnych typt. S timto
faktem nutno pocitat pfi analyse tkani u celé fady dalSich lysosomalnich poruch. Je to jen jeden z vyrazi
sekundarni dysfunkce pretiZeného ELS (viz vySe).

Jako priklad uvadime Fabryho nemoc, pomalu progredujici lysosomalni enzymopatii (defekt a-
galaktosidasy, stfadani globotriaosylceramidu). Indukci ceroidu lze prokazat ve stfadacich
kardiomyocytech srovnanim dvojlomu (stfadany lipid) s autofluorescenci (Obr. 43 A, B), nebo srovnanim
imunodetekce lipidu s autofluorescenci, ktera ukaze ceroid jako hlavni komponentu stfadaciho lysosomu
(Obr. 43 C, D). Latka povahy ceroidu se primarné kumuluje v lysosomech ve skupiné neuronalnich
ceroid-lipofuscinos. K indukci ceroidu dochazi u avitaminosy E z diivodu zvySené peroxidace lipid.



Prilomovym zjiSténim bylo pozorovani, Ze lze indukovat ceroid (v ptivodnich experimentech byl nazvan
lipofuscin) bakteridlnim tripeptidem leupeptinem, ktery inhibuje lysosomalni thiolové proteasy (katepsiny
B, H, L) a vyvolava tak specidlni obraz lysosomalni proteinosy. Akumulovany materidl je
nedegradovatelny, fluoreskuje a je hydrofobni. Spliiuje tedy kriteria residualniho téliska typu ceroidu.
Tyto pokusy dokézaly, Ze akumulace proteinu miZze byt zodpovédna za vznik autofluorescentnich
residudlnich télisek. To bylo vyznamné podpofeno zjiSténim, Ze podstatnou soucasti autofluorescentnich
lysosomalnich télisek ve skupiné tzv. neurondlnich ceroid-lipiofuscinos je podjednotka ¢
mitochondrialniho komplexu ATP syntasy (komplexu V OXFOS), ve kterém je soucasti
protonoforického kanalu zabudovaného do vnitini mitochondrialni membrany (viz vySe - oddil tkanova
patologie).

Jde o vyrazné hydrofobni polypeptid, ktery vykazuje v agregovaném stavu autofluorescenci a akumuluje
se z neznamych divodl v neurolysosomech u této skupiny poruch. U nékterych variant neuronalni
ceroidlipofuscinosy jsou vSak dominantnim stfadanym proteinem v autofluorescentnich lysosomalnich
granulich jiné hydrofobni proteiny - saposiny (aktivatory skupiny lysosomalnich hydrolas (viz vyse)).

Extraceluldrni ceroid. Shora zminéné situace se tykaji intracelularniho ceroidu, akumulovaného
v lysosomech. Za nékterych situaci dochazi k deposici ceroidniho materialu extracelularné. Zde je velmi
pravdépodobny vznik z peroxidovanych lipida.

Extracelularni ceroid vznika v rozpadajici se tukové tkani (béZné v podkoZi nebo v tzv. corpora libera
v peritoneu). Histologicky jde o eosinofilni membranova deposita hyalinni povahy, vystylajici vétSinou
rozpadové dutiny v tukové tkani (Obr. 44 A), depozita jsou PAS positivni (Obr. 44 B). Ceroid je silné
hydrofobni, barvitelny tukovou cerveni i v parafinovych fezech (Obr. 44 C) a je autofluorescentni (Obr.
44 D). Byva casto fagocytovan makrofagy, takze je pak sekundarné lokalisovan intracelularné.

Analogicky vznika extracelularni ceroid u Nasu-Hakolovy nemoci (lipomembranosni osteodysplasie a
sklerosujici leukoencefalopatie), u které, jako k jednomu z projevii, dochazi k rozpadu tukové tkané a
tvorbé extracelularniho ceroidu.

Podobna deposita se vyskytuji v centrech ateromovych arteridlnich plati okolo nekrotickych makrofagt
ve formé silnych undulujicich membran (Obr. 45). Prominentnim znakem téchto deposit je opét vyrazné
barveni sudanovymi barvivy v parafinovych fezech a autofluorescence.

4.9.1.2. Lipofuscin

je podle soucasné konsensudlni definice pigment, ktery se akumuluje v lysosomech bunék, zejména
postmitotickych (neurony, kosterni sval, myokard, ale i nékterych epiteliich) jako projev "starnuti" coz
vedlo k jeho nazvu "pigment ze starnuti" (age pigment), nebo " pigment z opotfebovani". Stupeni jeho
akumulace je umérny véku. Inicialni stadia deposice 1ze prokazat ve velmi casnych obdobich Zivota.
Klasicky v potnich Zlazkach déti v predSkolnim véku (Obr. 46). Jeho vyraznou vlastnosti je opét, jako u
ceroidu, silna autofluorescence (prevazné zluta nebo oranzova, vzacné jind) v ultrafialovém svétle a urcity
(maly) stupeni hydrofobicity. Ma velmi pestrou ultrastrukturu, nékteré z ultrastrukturalnich variant jsou
pro lipofuscin pfizna¢né (Obr. 47)

Prevladajici hypotesou je vznik lipofuscinu z peroxidovanych lipoproteinti bunécnych organel
segregovanych v lysosomech autofagocytosou. Jeho zvySena akumulace podminuje hnédou barvu organt
starych lidi (tzv. hnéda atrofie), coZ je detailné probrano v ucebnicich patologie.

Souhrnné lze Fici, Ze lipopigmenty jsou, jako skupina, definovany prevazné fyzikalné a empiricky
situacemi, za kterych se vyskytuji, coz je naprosto nedostatecné. Nepochybné je to skupina velmi
heterogenni. Jejich presna biochemicka a molekularné biologicka klasifikace je predmétem
vyzkumu. Mechanismus lipoperoxidace, puvodné povazovany za vylucny, nelze v nékterych



pripadech vyloucit, ale stale vice se kumuluji pozorovani, Ze za vznik ceroidu mohou byt
zodpovédné hydrofobni proteiny agregované v lysosomech. Za zminku stoji, Ze neni doposud
znama povaha fluorogenu, ktery zodpovida za charakteristickou autofluorescenci.

Ve schématu 18 jsou uvedeny tinkcni charakteristiky lipopigmentt (lipofuscinu i ceroidu)

Pokud jde o positivitu v barveni dle Massona (Schéma 18), jde o variantni lipopigmenty (ceroidy) znamé
z patologie Dubin-Johnsonova syndromu (pigmentace hepatocyti) (Obr. 48 A-D) a Hefmanského-
Pudlakova syndromu a prokazatelné v makrofazich u melanosis coli (deposice v histiocytech ) (Obr. 48 E,
F). Timto pripominaji redukcni schopnosti melaninu. Na rozdil od ného vsak tyto variantni lipopigmenty
neredukuji roztok argentnitratu. Navic jsou lysosomalné lokalisované a vykazuji intensivni
autofluorescenci.

Doporucenad literatura:

S.S. Seehafer, D.A. Pearce: You say lipofuscin, we say ceroid: defining autofluorescent storage material (
Neurobiol. Ageing 27:576-588, 2006)

S.S. Seehafer, D.A. Pearce: Spectral properties and mechanisms that underline autofluorescent
accumulations in Batten disease.( BBRC 383: 237-254, 2009)

D.N. Palmer, et al.: The origin of fluorescence in the neuronal ceroid lipofuscinoses (Batten disease) and
neuron cultures from affected sheep for studies of neurodegeneration. (Arch. Gerontol. Geriat. 34:343-
357, 2002)

V nasledujici Casti jsou probrana residualni téliska obsahujici kovy (siderosomy, kuprosomy). Vznikaji za
vSech stavii, spojenych s hypersaturaci bunécného cytosolu (specifickych vaznych proteinti) kovem, coz
indukuje po delsi dobé jejich sekvestraci v lysosomech. Mechanismus prenosu kovu z cytosolu do
lysosomu neni presné znam, ale vSeobecné se predpoklada, Ze jde o autofagocytosu.

4.9.2. Siderosomy

(na této kapitole se prevdaznou mérou podilel Pfemysl Porika, MD, PhD, Department of Physiology,
McGill Universtity, Montreal, QC, Canada)

4.9.2.1. Homeostasa Zeleza

Zelezo je nezbytny kov pro organismus uplatiiujici se v Sirokém spektru zakladnich biologickych funkci,
ke kterym patfi napt. transport kysliku, prenos elektroni, oxidacni a reduk¢ni reakce anebo syntesa DNA.
Avsak chemické vlastnosti Zeleza, které jsou tak duleZité pro nescetné biochemické reakce, mohou byt
pro organismy velmi nebezpecné. Pri fysiologické koncentraci kysliku a pti pH 7,4 Zelezo velmi rychle
zavazné nebezpeci, kterym je jeho schopnost katalysovat tvorbu toxickych radikald kysliku. Organismy
proto v pribéhu evoluce vyvinuly schopnost vytvaret bilkoviny, které jim umoziuji ziskavat, prenaset a
skladovat Zelezo v rozpustnych a netoxickych formach. Mezi nejznaméjsi patii transferin, transferinovy
receptor a feritin (bilkovina, ktera skladuje Zelezo v organismu); nedavny vyzkum vSak vedl k objevu
desitek dalSich proteint, které se uplatiiuji v homeostase Zeleza.

Na pocdtku jakékoliv diskuse o metabolismu Zeleza je nutné zdtraznit, Ze lidsky organismus md sklon
k pretizeni Zelezem, protoZe neexistuje zddny fysiologicky systém, ktery by prebytecné Zelezo vyloucil.

V cirkulaci je Zelezo prenaseno plasmatickym glykoproteinem transferinem, ktery mtize vazat az dva



atomy Fe3" velmi pevng, ale reversibilné. Za normalnich okolnosti velkd vétSina bunék organismu
prijima Zelezo z transferinu (Fe,-transferrin ma lososovou barvu, ktera chybi u pacientl s nedostatkem
Zeleza); vyjimkou jsou duodendlni enterocyty, jeZ prijimaji anorganické Zelezo (prostfednictvim niZe
zminéného Fe?" transportéru DMT1(viz niZe) nebo hemové Zelezo (neznimym mechanismem) a
makrofagy, které katabolisuji hemoglobin erytrocytli. Pfedani Zeleza do bunék vyZaduje vazbu transferinu
na specifické membranové receptory, ktera je nasledovana endocytosou téchto komplexti. V endosomech
poté dojde k aktivaci "protonové pumpy", ktera snizi pH v téchto organelach na 5,6. Pfi tomto pH ztrati
transferin schopnost vazat Zelezo, které se uvolni a je preneseno pres endosomalni membranu.
Apotransferin, ktery pfi pH endosomu ziistane pevné navazan na své receptory, je prenesen zpét k
bunééné membréng, kde se uvolni do plazmy exocytosou. Zelezo je preneseno do nitra buiiky
endosomalnim transportérem, ktery nese nazev DMT1 (divalent metal transporter 1). ProtoZe substratem

pro DMT1 je pouze Fe’’, endosomy musi mit schopnost redukovat Fe3* na Fe?"; enzymaticky
mechanismus této redukce byl nedavno objeven. Po prestupu pres endosomalni membranu je Zelezo
distribuovéno na rtiznd mista v burice, kde se vyuziva pro metabolické ticely: syntesu hemoproteint a
bilkovin, které obsahuji nehemové Zelezo jako prostetickou skupinu. Velmi malo je vSak znamo o
transportu Zeleza uvnitf bunék. Zelezo prijaté buiikami nad jejich metabolické potieby je skladovano ve
feritinu. Bunky obratlovcti maji schopnost koordinované, ale divergentné, regulovat syntesu feritinu a
transferinovych receptort.

Feritin, ktery byl poprvé purifikovan ceskym fyziologem Vilémem Laufbergerem, je tvofen dvéma typy
podjednotek, oznacovanymi jako L ("light") a H ("heavy") ferritin. Po jejich syntese v butikach se tyto
podjednotky spontanné shluknou a vytvori bilkovinny oktahedron obsahujici 24 podjednotek, jejichz
pomeér se lisi v riznych tkanich. Holo-feritin je bilkovinna skorapka, v jejiz dutiné se miZe uskladnit az
nékolik tisic atomti Fe3™ ve formé Zelezo-hydroxyfosfatu [FeO(OH)]g[FeO(HZPO4)]; zevni prameér

feritinu je pfiblizné 12 nm, vnitfni 8 nm. Feritinova skofapka obsahuje nékolik kanald, jimiZ se Fe?*
prenese do nitra bilkoviny, kde se Zelezo oxiduje na Fe3"; k tomu je nezbytna feroxidasova aktivita H-
feritinové podjednotky (inaktivace podjednotky H vede k ¢asnému umrti embrya).

4.9.2.2. Patologické stavy, vedouci k lysosomalni sekvestraci Zeleza a tim tvorbé
siderosomu

Zelezo zvysuje tvorbu feritinu, ktery poté uskladiiuje nadbyte¢ny kov. Pfi chronickém pretiZeni celého
organizmu Zelezem (bud’ vrozeném nebo ziskaném) anebo pfi intravaskularni hemolyse ¢i po masivnim
lokalnim krvaceni, vede robustni hromadéni feritinu v bunécné cytoplasmé k indukci autofagocytosy.
Feritin, po ¢astecném odbourani své bilkovinné sloZky v lysosomech, se oznacuje jako hemosiderin.
Zatimco feritin se nalézd prevdiné v cytoplazmé, hemosiderin je pritomen v lysosomech, které se poté
oznacuji jako siderosomy. Vyznacuji se vyraznou elektrondensitou i v nekontrastovanych fezech (Obr.
49). Pojem "hemosiderin" (doslova Zelezity pigment krevniho ptvodu) je historicky nazev, ktery
nevystihuje ani chemickou, ani biologickou podstatu této latky. Na rozdil od feritinu je hemosiderin
nerozpustny. Jak lIze uzavrit z predchoziho textu, pomér mezi Zelezem a proteinem je vyrazné vyssi u
hemosiderinu neZ feritinu. Hromadéni hemosiderinu mtize vést k naruseni funkce nebo strukturalni
integrity membran postiZeného lysosomu (siderosomu) a k poSkozeni buiiky. Faktem je, Ze pri
dlouhodobém pretiZeni bunék Zelezem se v siderosomech zacne akumulovat paralelné lipopigment zfejmé
vlivem volnych radikalt indukovanych Zelezem, a to ¢asto ve znacném mnozZstvi. Vysledna ultrastruktura
je pak vyrazné heterogenni. Pro jeho kvantitativni detekci je nutné odstranit Zelezo dithionitem (Obr. 50).
Pak lze detekovat autofluorescenci, PAS positivitu, barveni aldehydfuchsinem po preoxidaci
manganistanem a rizny stupen sudanofilie (Obr. 51).

Ke zvySeni obsahu nehemového Zeleza v bunikach a tvorbé siderosomii miize dojit v disledku (A)
zvySené dodavky nehemového Zeleza do bunék, (B) sniZzeného uvolfiovani Zeleza z bunék nebo (C)
zvySené dodavky hemového zZeleza do bunék.



Ad (A) V prvnim pripadé jde o celkové pretizeni organismu Zelezem (bud’ vrozené nebo ziskané)
zpusobené zvySenym vstiebavanim Zeleza. To vede ke zvySené saturaci transferinu Zelezem a Casto i
vzniku hotovosti Zeleza v plasmé, ktera neni navazana na transferin. Nasledkem toho dojde ke zvySeni
dodavky Zeleza jak z transferinu (endocytosou), tak z netransferinové hotovosti Zeleza (pravdépodobné
prostiednictvim DMT1) do hepatocyti a jinych parenchymaélnich bunék a k indukci siderosomti
("parenchymal type Fe storage").

Vrozené pretiZeni Zelezem se oznaCuje jako hereditarni hemochromatosa, kterd miiZe byt zplisobena
mutacemi nejméné péti gend. Mezi né patii geny, které kdduji HFE (jeho defekt je pricinou "klasické"
hemochromatosy), hepcidin, hemojuvelin a transferinovy receptor 2 (podrobnosti jsou ve specialnich
textech). U vSech typt hereditarni hemochromatosy a mnoha typi ziskaného pretizeni Zelezem (viz nize)
se zvySuje vstiebavani Zeleza.

Ad (B) Zelezo miZe opustit intaktni buiiky pouze prostfednictvim membranového exportéru znamého
jako feroportin. Ke sniZenému uvoliiovani Zeleza z bunék miize dojit u dvou vrozenych poruch
metabolismu médi, které vedou k riznym typtim tkanového pretizeni Zelezem. Jednou z nich je
Wilsonova nemoc (téZ znama jako hepatolentikularni degenerace, viz niZe) a druhou je
aceruloplasminemie. Obé tyto poruchy maji blizky vztah k ceruloplasminu (lat. caeruleus = modry), coz
je plasmaticky a,-glykoprotein modré barvy obsahujici méd. Jeho jedinou jasné definovanou

fysiologickou funkci je oxidace Zeleza v jeho redukované formé Fe?" na Fe3*. Feroxidasova aktivita
ceruloplasminu hraje dtileZitou dlohu pfi exportu Zeleza z bunék feroportinem. Oxidace Zeleznatych iontt

na plasmatické strané buné¢né membrany poskytuje Fe3* pro vazbu na apotransferin, ¢imZ se zvysuje
ucinnost a rychlost membranového transportu Zeleza z bunék.

Vyrazné sniZeni feroxidasové aktivity ceruloplasminu, ke kterému dochazi u Wilsonovy nemoci je dano
zvySenou degradaci ceruloplaminu, coZ je sekundarni fenomén (viz oddil kuprosomy) a muze vést
k hromadéni Zeleza prevazné v hepatocytech, které vSak neni priliS vyrazné; neni doklad o tom, Ze by se
Zelezo kumulovalo v mozku. K hromadéni Zeleza v ucitych bunikach mozku vSak dochazi u druhé vrozené
poruchy metabolismu médi, aceruloplasminemie, zptisobené mutaci v genu ceruloplasminu — jde tedy o
primarni poruchu. V centrdlnim nervovém systému lidi a jinych savci je ceruloplasmin exprimovan
prevazné v astrocytech, v nichz je ceruloplasmin zakotven v bunécné membrané prostfednictvim
glykosylphosphatidylinositolu. Je to nasledkem toho, Ze poslednich 5 C-terminalnich aminokyselin, které
se nachazeji v plazmatickém ceruloplasminu, je nahrazeno retézcem 30 aminokyselin pritomnych v GPI-
ceruloplasminu. Vrozena aceruloplasminemie je proto doprovazena vyraznym hromadénim Zeleza
v astrocytech a neurodegeneraci, protoze astrocyty jsou nezbytné k udrZzovani normalni funkce neuront.
Aceruloplasminemie neni spojena s poruchou obratu médi.

Ad (C) Ke zvySené dodavce hemového Zeleza do bunék miize dojit bud’ prostfednictvim erytrocytd,
hemoglobinu anebo hemu. K prvni situaci dochédzi u pacientti, ktefi vyZaduji 1éCeni opakovanymi
transfusemi krve. Jsou to zejména pacienti s aplastickymi anemiemi, myelodysplastickym syndromem a
thalasemiemi, které jsou v Ceské republice vzacné.

Zestarlé transfundované erytrocyty jsou rozpoznany makrofagy, které je internalizuji procesem
oznacovanym jako erytrofagocytosa. Fagosomy obsahujici erytrocyty splynou s lysosomy za vzniku
fagolysosomt. Obsazeny hem se oxiduje, coZ vede ke sniZeni jeho afinity ke globinovym fetézctim. Dalsi
osud hemu neni zcela objasnén, ale neni pochyb o tom, Ze se Zelezo uvolni z hemu enzymaticky,
prostfednictvim hemoxygenasy 1 (HO1), ktera je pritomna v ER. Diskutuji se dvé moZnosti:

(i) hem se transportuje z fagolysosomi k ER, kde HO1 oxidativné rozstépi tetrapyrolovy fetézec, ¢cimz se
vytvori biliverdin, kyslicnik uhelnaty a uvolni se Fe?*; (ii) HO1 je vesikularnim transportem prenesena k

fagolysosomiim, s nimiZ splyne, a uvolni Zelezo z hemu shora uvedenym mechanismem; Fe?" je poté
transportovano z fagolysosomii prostfednictvim DMT1 a jeho homologu, znamého jako NRAMP1
(natural resistance macrophage-associated protein). Fe?* je poté transportovano z makrofagi do plasmy
prostfednictvim feroportinu. Pfi utlumené erytropoese (aplasticka anemie, myelodysplasticky syndrom) se
vSak cast Zeleza, normalné urceného pro export, hromadi ve feritinu a pozd€ji v hemosiderinu. V tomto



pripadé se mluvi o "mesenchymal” type of Fe storage - primarné makrofagy, ale pozdéji mize dojit i k
postiZeni dalSich bunék.

Hemoglobin (Hb) se objevuje v plasmé pfi intravaskularni hemolyse, ke které dochazi pti nékterych
hemolytickych anemiich. Uvolnény Hb se rychle navaze na haptoglobin a poté se Hb-haptoglobinové
komplexy napoji na receptory oznacované jako CD163 ("Hb scavenger receptors"), které jsou pritomny
jen na makrofazich. P¥i rozsahlejSim stupni hemolysy se ¢ast hemu z Hb pfenese na hemopexin;
komplexy hemu-hemopexinu se poté navazi na receptory oznacované jako CD91 ("low density
lipoprotein receptor-related protein"; "heme-hemopexin receptors"), které jsou exprimovany nejen na
makrofézich, ale téZ na hepatocytech a fibroblastech. Po endocytose obou typt komplext se Zelezo uvolni
z hemu prostfednictvim HO1, jak jiZ bylo shora popsano. Stejnymi mechanismy se hemoglobin a hem
zpracovavaji v makrofazich a snad i jinych buiikdch (napf. pri erytrofagocytose nadorovymi krevnimi
endoteliemi u Kaposiho sarkomu).

4.9.2.3. Mimolysosomalni agregace Zeleza
Akumulace v mitochondriich

V této souvislosti je nutno zminit dvé unikatni patologické situace, pfi nichZ se nadmérné Zelezo nenaléza
ve formé siderosomt, ale hromadi se v mitochondriich. Pfedem je tfeba zdtraznit, Ze u celkového
pretiZeni Zelezem se tento kov nehromadi v mitochondriich. P¥i jedné z téchto situaci se Zelezo hromadi
v mitochondriich erytroblasti kostni difené. Nahromadéné nehemové Zelezo lze v mitochondriich

prokazat bud’ svételnou mikroskopii pfi detekci Fe3"™ v kostni dfeni anebo elektronovou mikroskopii.

JelikoZ jsou mitochondrie pretiZené Zelezem usporadany kolem jader v podobé prstencti, oznacuji se tyto

patologické erytroblasty jako prstencité nebo véneckové sideroblasty, které jsou charakteristickym

symptomem u pacienti se sideroblastickymi anemiemi. Patogenesa sideroblastickych anemii je
komplexni a, se znacnym zjednoduSenim, lze identifikovat dva zakladni mechanismy, které vedou ke
vzniku véneckovych sideroblastti.
1. Jednim z nich je sniZena tvorba hemu, jejiZ posledni stupefi (v&lenéni redukovaného Zeleza (Fe?")
do prstence protoporfyrinu IX) se odehrava v mitochondriich. Toto sniZeni miiZe byt zptisobeno
bud’ toxickymi latkami (nap¥. antituberkuloznim lékem isoniazidem nebo olovem) nebo
genetickymi defekty, které snizZuji tvorbu prvniho enzymu hemové syntesy - erytroidné-specifické
syntasy kyseliny 5-aminolevulové (prvni enzym hemové syntesy). Méné jasnym mechanismem se
vytvareji vénecCkové sideroblasty v kostni dfeni pacientd s jednim typem myelodysplastickeho
syndromu oznacovaného RARS (refractory anaemia with ring sideroblasts - refrakterni anémie s
prstencitymi sideroblasty). V tomto pfipadé neexistuje Zadny doklad pro sniZeni syntesy hemu
v erytroblastech a uvazuje se, Ze mize jit o ziskanou poruchu metabolismu Zeleza
v mitochondriich erytroblastii. Nicméné, jak pfi sniZzené tvorbé hemu, tak i u RARS, se Zelezo
hromadi v nedavno objeveném mitochondrialnim feritinu. Tento protein, ktery neni pfitomen
v normalnich erytroblastech, je homologni s H-fetézcem cytosolického feritinu a téZ ma
feroxidasovou aktivitu. Nabizi se zajimava spekulace, Ze abnormalni indukce mitochondrialniho
feritinu u RARS "zachyti" ¢ast mitochondridlniho Zeleza a zabrani jeho pouZiti v hemové syntese,
a tim zplsobi anemii.

2. Pri druhé z téchto situaci se Zelezo hromadi v mitochondriich kardiocytti a pravdépodobné téz v
mitochondriich nékterych neuronii pacientti s Friedreichovou ataxii. Tato nejCastéjsi vrozena
ataxie je zptsobena genetickym defektem ve tvorbé frataxinu, ktery je lokalizovan v
mitochondriich, ale je kodovan jadernym genem. Dnes se vSeobecné soudi, Ze frataxin ma
dileZitou ulohu pfi asemblaci mitochondridlnich Fe/S proteinti. Jeho nedostatek ma za nasledek
nadmérné mitochondridlni hromadéni Zeleza a deficit aktivity mitochondrialnich Fe/S proteint,
které se uplatiiuji v respiraCnim retézci. Ani mechanismus hromadéni Zeleza, ani jeho chemicka
forma v mitochondriich nejsou znamy.



Dalsi mimolysosomadlni siderosy

VSeobecné znamym fenoménem jsou tzv. pseudokalcifikace, coZ je agregace Zeleza v doposud ne zcela
dobfe specifikovanych bunécnych strukturach, vzacné extracelularné. Velmi casto je tento fenomén vidét
v drobnych mozkovych cévach (Obr. 52). K impregnaci slouCeninami obsahujicimi Zelezo dochazi nejen
v samotné sténé cévni, ale i v perivaskularni oblasti (velmi pravdépodobné v astrocytech), pfi CemZ neni
jasno na jaké matrix a kde v burice k deposici Zeleza dochazi. Pokud dochazi k mikro hemorhagiim,
hromadi se Zelezo standardnim zptisobem v lysosomech makrofagi

Termin pseudovdpno je odvozen od vyrazné hematoxylinofilie deposit, pfipominajici kalcifikace. Reakce
na vapno je viak zcela negativni. Silné positivni je reakce na Fe3*, zcela inhibovana dithionitem (viz
niZe). Afinita k hematoxylinu neni zménéna. Jinym, CastéjSim ptikladem z této kategorie jsou tzv. Gandy-
Gamnovy uzliky, béZzné u splenomegalii. Jsou charakterisovany impregnaci elastiky slouCeninami
obsahujicimi Zelezo.

Patfi sem i ferritinopatie, vzacna genetickd porucha zptisobena mutaci genu kodujiciho lehky fetézec
feritinu. Dominantnim projevem jsou intranuklearni a cytoplasmaticka téliska sloZena z feritinu a davajici
positivni reakci na Fe3*. PostiZeny jsou neurony, glie, plexus chorioideus a cela fada dalsich buné¢nych
typu visceralné. V béznych histologickych preparatech neni pigmentace Zelezem patrna.

Pravdépodobné sem patii i skupina neuropatologickych procesti, souhrnné nazyvanych NBIA
(neurodegeneration with brain iron accumulation), charakterisovanych, mezi jinymi, akumulaci Zeleza
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subcelularni lokalisaci.

4.9.2.4. In situ detekce anorganického (nehemového) Zeleza.

Zelezo lze detekovat klasickym zptisobem: vytvorenim komplexu pfimou reakci se Zlutou krevni soli
(ferokyanidem) za vzniku Perlsovy modfe v pfipadé Fe3*, nebo Cervenou krevni soli (ferikyanidem)
v piipadé Fe?" (vznikd Turnbullova modf). Veskeré anorganické Zelezo lze konvertovat na dvojmocné,

vystavenim tkané sirniku, coZ vede k vytvoreni sirniku Zeleznatého, ktery je nasledné detekovan reakci s
cervenou krevni soli.

Intensitu reakce v obou klasickych technikach 1ze zvySit diaminobenzidinem diky redoxnimu potencialu
jak Turnbullovy, tak Perlsovy modfi.

Nejcitlivéjsi detekce Zeleza bere v tivahu ztraty labilnéji vazaného Zeleza pri imersni fixaci. Proto jako
optimalni je doporuceno perfundovat tkan detekénim roztokem (Zluté nebo cervené krevni soli).

V detekci koordinacné vazaného hemového Zeleza nutno pouZit silnd oxidacni cinidla, klasicky
koncentrovany peroxid vodiku.

Nehemové Zelezo (Fe3* i Fe?") 1ze spolehlivé z bunék extrahovat dithionitem, coZ ma prakticky vyznam,
nebot umoziuje detekovat veSkeré pridatné latky v siderosomu, které jsou akumulovanym Zelezem
maskovany (zejména lipopigment).

Postupy, které lze pouZit pro ovéreni kompartmentu, ve kterém se Zelezo hromadi. V tomto smyslu se
osvédcCila extrakce Zeleza nezavisle na oxida¢nim stupni pomoci dithionitu (viz vySe). V pripadé
lysosomalni lokalisace Zeleza lze spolehlivé prokazat lysosomalni markery, zejména luminalni (katepsin
D), nebo znamky indukce autofluorescentnich residualnich lipopigmentt.
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4.9.3. Kuprosomy

(text této kapitoly byl konzultovan s Prof. MUDr. Pavlem Martaskem, Dr.SC. - Klinika détského a
dorostového lékarstvi 1. LF UK a VFN)
Obrat médi v normdlnich tkdnich

Na basolateralnim (krevnim po6lu) resorbuje méd” do cytosolu hepatocytu specifickym transporterem. Zde
se vaze na skupinu cytosolarnich proteinti - metalochaperonti, bohatych na -SH skupiny, které predstavuji
prechodné depo vyuZivané k inkorporaci médi do metaloenzymt (cytochromoxidasa v mitochondriich,
tyrosinasa v melanosomech a celd fada dalSich). Dalsi dtleZity transport je sméfovan k specifické
transportni P-ATPase 7B (ATP7B) lokalisované v oblasti trans-Golgi zény. Odtud je méd distribuovana
k inkorporaci do apoceruloplasminu, ktery je sem cilen z ER-Golgi systému. Tim vznika
holoceruloplasmin, ktery je konstitucionalni sekreci vylucovan na krevnim polu hepatocytu do krve. Pri
excesu médi je transportér (ATP7B) cilen do peribiliarniho vesikularniho systému na biliarni pol
hepatocytu (do Zlucové kapilary)

Holoceruloplasmin (ceruloplasmin s navazanou médi) je enzym - ma ferrooxidasovou funkci

(oxiduje Fe?" na Fe3*). Jeho hlavni funkci je tedy enzymova pieména redox stavu Zeleza. Tim
ovliviiuje i tkanovy obrat Zeleza (viz vySe), nikoliv tedy transport médi a distribuci do perifernich tkani.
Tato distribu¢ni funkce je povaZovéana za minoritni. Secernovan mtiZe byt i bez navazané médi jako
apoceruloplasmin, ale v této formé je pomérné rychle degradovan. Holoceruloplasmin patii k tzv.
proteintim akutni faze.

Pomoci transportni P-ATPasy 7B (ATP7B) vykonava hepatocyt dveji funkci v regulaci obratu
médi:

i. vazbu na ceruloplasmin a sekreci takto vazané médi na krevnim basolateralnim pdlu,

ii. pri prebytku médi je aktivovano cileni do Zlucového (apikalniho) pélu a exkrece do Zluce.
KfiZovatkou téchto cest je trans-Golgi zoéna hepatocytu. Inkorporace médi do metaloenzymti ma
samostatnou regulaci

Zasobovani tkani médi je realisovano zejména médi vazanou na aminokyseliny (typicky na histidin); déle existuje vazba na
albumin.

Wilsonova nemoc (hepatolentikularni degenerace) se vyznacuje akumulaci médi v fadé organd, primarné
a maximalné v jatrech. Patogenetickym faktorem je blokada sekrece médi do Zluce a jeji inkorporace do
apoceruloplasminu, podminéna mutaci transportu P-ATPase 7B (ATP7B). Transplantaci jater lze tedy
povazovat za kauzalni terapii. Nasledkem je nekontrolovand kumulace médi v cytosolu hepatocytti, coz



vede k celému spektru hepatotoxickych projevli (nekrosa, steatosa, akumulace glykogenu (velmi Casto
intranuklearné), tvorba Malloryho télisek a dalsi), zprostfedkovanych pravdépodobné zejména indukci
volnych radikala. Nelze vyloucit, Ze zvySena koncentrace médi v cytosolu vede i k jejimu zvySenému
transportu do mitochondrii (napf. cytochromoxidasa ma v aktivnim centru méd’), coZ muiZe naruSit
asemblaci komplexu IV. Mitochondrialni dysfunkce u Wilsonovy nemoci byly posané. I ultrastrukturalni
abnormity mitochondrii jsou zndmé (Obr. 53 A). NaruSené cytoplasmatické struktury (fokalni
cytoplasmaticka degradace) jsou pak likvidovany cestou autofagocytosy, podobné jako u pretiZeni buriky
Zelezem (viz vySe). Nasledkem toho dochazi pii dlouhodobém priibéhu onemocnéni k segregaci médi do
lysosomt a vytvareni "residudlnich" télisek (siderosomil), na kterych participuje i lipopigment.
Akumulace médi neni nikdy ale tak intensivni, aby byly kuprosomy detekovatelné v histologickych
preparatech, tak jak je tomu u siderosomti. MiiZze vSak byt detekovatelnd sekundarni akumulace
lipopigmentu, jejiZz maximum se popisuje na periferii lalicku. Autofluorescence muize byt blokovana
akumulovanou médi - tu lze vSak odstranit dithionitem, podobné jako Zelezo (viz vySe). Pro prikaz je
tedy nezbytna histochemicka detekce serii standardnich metodik (rubeanovodikova kyselina,
dimethylaminobenziliden rhodanin). Kuprosomy jsou znazornitelné i pomoci orceinu, ktery se vaze na
bliZe nespecifikovany "copper binding protein". Ultrastrukturalni obraz neni nikterak typicky. Vzhled
kuprosomu je pleiomorfni, napadna je vysoka densita (i v nekontrastovanych preparatech) a na celkovém
obraze participuje i indukovany lipopigment (Obr. 53 B). Dosti cCasto se v nékterych buiikach
(hepatocytech) popisuji i lysosomy s vétSim obsahem apolarniho tuku (lipolysosomy, Obr. 53 C).

SniZend hladina ceruloplasminu v plasmé je sekunddrnim fenoménem u Wilsonovy nemoci. Je dana
jednak poSkozenim hepatocytu, jednak nedostatecnou inkorporaci médi do apoceruloplasminu (chybi
prislusna transportni ATPasa - ATP7B), takZe se bud absolutné sniZuje produkce apoceruloplasminu
(jakoZ i ostatnich plasmatickych proteinti secerovanych konstitucionalni sekreci hepatocyty) nebo, pokud
neni produkce absolutné sniZend, secernuje se jen apoceruloplasmin, ktery je urychlené degradovan. Pri
vyrazném nedostatku holoceruplasminu (vyrazny deficit ferrooxidasové aktivity) je sekundarné ovlivnén i
obrat Zeleza. Jsou znamy pripady Wilsonovy nemoci, u kterych dochazi k hemosiderose.

V hepatocytech miZe dojit ke srovnatelné intensivni akumulaci médi i u chronickych cholestas, typicky u
primarni biliarni cirh6zy. Zde je naruSena primarné sekrece na ZluCovém polu. Syntesa
holoceruloplasminu neni naruSena. Hladina sérového ceruloplasminu neni tedy sniZena, pokud nedojde
k poskozeni hepatocytu cholestasou.

Zatim je nezodpovéditelné, (i) jak dochazi k akumulaci médi v CNS, a jinde extrahepatdlné, (ii) jaka je
hladina "neceruloplasminové" médi u Wilsonovy nemoci a (iii) na co je vdzand méd prechdzejici
normdlné do moce, zda se jednd o zminéné aminokyseliny.
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5. Role ELS v imuniteé

(na sepséni této kapitoly se vyznamné podilela MUDTr. Zora Mélkov4, Ph.D. - Ustav imunologie a
mikrobiologie 1. LF UK a VFN )

5.1. ELS v interakci bakterialniho agens s bunkou

Jednim z prvych typd kontaktu bakterie s imunitné angaZovanymi burikami je fagocytosa. Efektivni
proces fagocytosy zahrnuje transformaci fagosomu na fagolysosom (viz vySe) a optimalni funkci
asociovanych proteinti v membrdné fagosomu. Jde o NRAMP1 (natural resistance-associated macrophage
protein 1), transportér dvojmocnych kovovych iontd. Tento transportér se rekrutuje z buné¢né membrany.
Pfi fagocytose infekcniho agens je jeho lokalisace omezena na fagosom, po jeho transformaci na
fagolysosom ma mizet. Je exprimovan v profesionalnich fagocytech: neutrofilech a makrofazich. P¥i jeho
mutaci je tento proces nedokonaly a nasledkem toho dochazi k nedostatecné kontrole mnoZeni
fagocytovanych bakterii a k podstatné snadnéjsi generalisaci infekce mykobacteriemi, salmonelami Ci
leishmaniemi. Jeho funkce je vykladana jako transport dvojmocnych kovovych iontd z prostfedi
fagosomu, coZ sniZuje vitalitu fagocytované bakterie.

NRAMP?2 je ubikviterni transmembranovy protein pritomny v bunécné membrané a v recyklujicich
endosomech. Jeho funkci je zejména transport Zeleza do bunék.

Do efektivniho procesu fagocytosy patfi i zpracovani lipidnich antigent bakterialniho téla CD1 systému
(viz niZe)

Interference s fagosomem a jeho transformaci na fagolysosom. Interakce bakterie s cilovou eukaryotni
burikou vytsti velmi Casto ve fagocytosu bakterie, vznik normalniho fagosomu, jeho transformaci v
lysosom a likvidaci pohlcené bakterie. V tadé pripadi (Listeria monocytogenes, ricketsie, shigelly,
Bacillus subtilis) nastava degradace fagosomalni membrany hydrolytickymi enzymy bakterie
(hemolysiny, fosfolipasami) a prinik agens do cytoplasmy. U mykobakterii je to modifikace membrany
fagosomu v tom smyslu, Ze je znemoZnéna flize s endosomalnim systémem, a tedy transformace na
fagolysosom. Mykobakterie tak Ziji v persistujicim fagosomu v podstaté neovlivnény. Podobné je tomu v
ptipadé Toxoplasma gondii.

Porucha digesce ve fagocytarni vakuole miZe byt vSak zplisobena i nedostatecnou funkci T-lymfocytt
(nedostatkem lymfokinti, stimulujicich makrofagy). Tato skute¢nost by méla byt brana v tivahu u vSech
infekci s nedokonalou digesci bakterii.

Specialni pri¢inou je dédicné podminéna absence fenomenu respiracniho vzplanuti v granulocytech v
procesu fagocytosy (granulomatosa chlapct) jako nésledek molekularniho defektu membranoveé
lokalisované NADPH-oxidasy. V lysosomech histiocytii se tato porucha velmi ¢asto manifestuje tvorbou
znacného mnoZstvi ceroidu.

5.2. ELS v interakci cilové buriky s viry

Pfi interakci cilové eukaryotni bunky s viry a vzniku infekce hraje receptorové zprostredkovand
endocytosa zasadni tlohu, nebot’ dle soucCasnych znalosti timto mechanismem pronika vétSina virt do
buiiky. Prvnim pfedpokladem vstupu viru do buiiky je jeho prichyceni na bunécny receptor, ktery Casto
podmiiuje tropismus viru. Nésleduje vlastni prinik virionu do buiiky, ktery spociva ve virem indukované
fazi virového obalu a endosomalni membrany, ktera byva podminéna zménou konformace fuzogenniho
proteinu a je bud’ zavisla na kyselém pH (pH-dependentni) nebo na pH nezavisla (pH-independentni).



Cast obalenych virG vstupuje do buiiky pfimo pomoci fiize virového obalu s cytoplasmatickou
membrdnou nasledované uvolnénim virové nukleokapsidy do cytoplasmy (paramyxoviry, herpesviry,
HIV-1) ev. pomoci makropinocytosy (poxviry). VétSina ostatnich vird vyuziva ke vstupu do burnky
klatrin-dependentni i independentni endocytosu. Po fizi virového obalu s membranou endosomu
nasleduje uvolnéni a prestup nukleokapsidy do cytoplasmy, odtud pfipadné translokace do jadra. U
obalenych virti dochézi k fuzi virového obalu s membranou endosomu na riiznych urovnich endosoméalné
lysosomalniho systému v zavislosti na pH. Neobalené viry vstupuji do buiiky rovnéZ endocytosou a
z endosomu se dostavaji pomoci acidifkace endosomu, teplotné-zavislou zménou konformace a tvorbou
péru nebo pomoci proteolysy v lysosomu.

5.3. Role ELS v prezentaci antigen(

a) presentace proteinovych antigenti pomoci systému MHC
b) presentace lipidnich antigenii pomoci systému CD1

Ad a) presentace proteinovych antigenii pomoci systému MHC

Podle klasické definice jsou antigeny endogenniho pivodu (tj. degradacni produkty bunécnych ci
virovych proteini syntetisovanych pomoci translacniho aparatu burky) presentovany i pomoci MHC I,
zatimco exogenni antigeny procesované ELS jsou presentovany pomoci MHC II.

Presentace pomoci MHC I (kaZda burika v téle) se déje exocytosou transportnich vesikul Golgiho aparatu
na povrch buiky. Tyto vacky obsahuji transmembranové zakotvené MHC I, na které jsou navazany
peptidy, urcené k presentaci. Tyto peptidy jsou pripraveny z proteind v cytosolu, a to nastépenim v tzv.
imunoproteasomu (tento je odliSny od standardniho proteasomu a produkuje peptidy vhodnéjsi k navazani
na MHC I komplex). Tyto "na miru S$ité" imunogenni peptidy jsou transportovany specialnimi
membranovymi ABC transportéry TAP (transporter associated with antigen processing) do ER, kde jsou
navazany na molekuly MHC I systému a transportnimi vacky dopraveny na bunécnou membranu. Tento
systém neni navazan na ELS. Antigeny presentované pomoci MHC I jsou rozpoznavany CD8+ T-
lymfocyty (detaily jsou ve specialisovanych textech)

V pripadé presentace pomoci MHC II (makrofagy, dendritické buriky, B lymfocyty) dojde k fazi vackt
ELS (obsahujicimi castecné proteolyticky zpracovany proteinovy antigen) s transportnimi vacky z trans-
Golgi zény, obsahujicimi transmembranové zakotveny komplex MHC II molekul. Fuzi téchto dvou typt
vacku vznikne hybridni MHC II kompartment, ve kterém dojde k navazani antigennich peptidi na MHC
IT komplex (je povazovan za souCast LRO systému, viz niZe). Tyto hybridni vacky jsou urceny
k exocytose s cilem umistit komplex MHC II a antigenniho peptidu na povrch presentujici buniky. Tyto
antigeny exogenniho pivodu (tj. fagocytované ¢i endocytované) presentované pomoci MHC II jsou
rozpoznavany CD4+ T-lymfocyty.

Existuji vSak diikazy proto, Ze mnohé z téchto exogennich antigenti jsou presentovany pomoci MHC I a
slouzi k presentaci CD8+ T-lymfocytiim. Tento zplisob se nazyva cross-presentace a dochazi k nému in
vivo v dendritickych butikach. In vitro jsou cross-presentace schopny i makrofagy a B-lymfocyty. Avsak
mechanismy, kterymi se exogenni antigeny dostanou na MHC I, jsou stale nedostateCné znamé.
V soucasnosti se rozeznavaji 2 zpusoby, jak se exogenni antigen dostane z endosomu ¢i fagosomu do
transportnich vesikul a na povrch buiiky, kde je presentovan pomoci MHC I (i) Cytosolarni drdha (TAP a
proteasom-dependentni). Exogenni antigen Ci antigen intracelularnich bakterii a parasiti mnoZicich se
v nékterém z kompartmenti ELS dostane do cytosolu pomoci transportnich kanéalii v ELS membranach
antigen presentujicich bunék. V cytosolu je ubikvitinovan a parcidlné procesovan v imunoproteasomu a
déle transportovan do ER (viz vyse); (ii) existuje predpoklad, Ze miZe dojit pfimo k ftizi ELS vackad,
obsahujicich c¢aste¢né proteolyticky zpracovany protein, pfimo s MHC I transportnimi vacky tak, jak je
tomu v pripadé presentace pomoci MHC II (viz vySe), takZe cytosolarni kompartment s proteasomem se
cross-presentace nedcastni (tzv. vakuoldrni drdha, TAP a proteasom independentni).



Vzhledem k tomu, Ze zejména viry Casto intereferuji s presentaci svych peptidi na povrchu napadené
buniky klasickym MHC I ¢i s presentaci pomoci antigen presentujicich bunék (APC), je cross-priming
dilezity pro rozpoznani a likvidaci virové infekce pomoci CD8+ T-lymfocytii. Ve srovnani s viry je
stimulace CD8+ T-lymfocytti antigeny intracelularnich bakterii ¢i parasiti vyrazné slabsi, coZz ziejmé
souvisi s jejich vlastnim proteosyntetickym aparatem, ktery je oddéleny od ER.

Ad b) presentace lipidnich antigenii pomoci systému CD1

Tento systém predstavuje druhy systém molekul presentujicich antigen. Antigenem jsou v tomto pfipadé
lipidy, a to bud’ endogenni nebo exogenni. Tato presentace je soucasti vrozené imunity, ale vyzname
ovliviiuje i adaptivni imunitni odpovéd. Lipidni antigen je pomoci CD1 systému presentovan T-
lymfocytim (non-NK T-lymfocyttim a i NK T-lymfocyttim). Podle souCasnych predstav hraje aktivace T-
bunék antigennimi lipidy dtleZitou roli v detekci a eliminaci rtiznych patogend, pfiCemzZ je vyznamna
témér okamzita aktivace a produkce Th-polarisujicich cytokint.

CD1 molekuly jsou transmembranové proteiny (typ I integralniho membranového proteinu), resp.
glykoproteiny. Jsou exprimovany v raftovych mikrodoménach na povrchu antigen presentujicich bunék
(B lymfocyty, makrofagy, dendritické buriky). Zde jsou v komplexu s 2-mikroglobulinem. U ¢lovéka
existuje pét typi CD1 molekul, kédovanych péti geny (CDla-e), v kazdém z nich existuje nékolik
isoforem.

Dynamika tohoto systému neni doposud zcela jasna. Molekuly CD1 jsou v ER a Golgiho aparatu
postranslacné upravovany glykosylaci, za dohledu chaperonii asociovany s [2-mikroglobulinem a
exocytosou dopraveny na bunécnou membranu. Odtud jsou dopravovany endocytosou do rtznych etazi
ELS, kde se konjuguji s lipidnimi molekulami a jsou zpétné exocytosou dopraveny na povrch buriky. Ve
skupiné antigennich lipida zastupuji vyznamnou roli sfingolipidy a jejich derivaty. V soucasném pohledu
nastava vazba CD1 komplexu na exogenni lipid v endosomalnim systému, tedy aZ po endocytose nebo
fagocytose lipidni molekuly (pFipousti se do jisté miry i pfima vazba antigenniho lipidu na CD1 molekuly
na povrchu buriky, nebo jiZz v endoplasmatickém retikulu, pokud jde o vlastni lipidy). V procesu exposice
lipidu hraji roli saposiny, derivaty prosaposinu a NPC proteiny (viz vySe). Interakce T-lymfocytu s CD1
systémem indukuje proces, ktery vede k usmrceni cilové buiiky nebo k indukci cytokinové odpovédi.

Tento proces hraje vyznamnou roli v imunité proti bakteridlnim infekcim, kdy jsou antigenni lipidy
z fagocytovanych bakterii (exogenni lipidy) takto exponovany a indukuji reakci T-lymfocytd. Klasickym
prikladem jsou lipidy M. tuberculosis (mykolova kyselina a fada jejich derivat(i) exponované na povrchu
makrofagi a vedouci kjejich destrukci T-lymfocyty. Jde ale i o antigenni lipidy (zejména
glycerofosfolipidy) pylu, zodpovédné za alergii na pyl. Mezi potencialné antigenni télu vlastni lipidy patfi
sulfatid a isoGB3 (isoglobotriaosylceramid). Nejvice studovanym antigennim CD1 vazanym lipidem je o-
galaktosylceramid, ptivodem z moftskych hub.

Pro dalSi podrobnosti o problematice molekularni biologie CD1 molekul odkazujeme na prisluSnou
literaturu

Doporucena literatura:

G. De Libero, L. Mori: How the immune system detects lipid antigens ( Prog. in Lipid Res. 49:120-127,
2010)

N.R.. Cohen et al.: Antigen presentation by CD1: lipids, T cells, and NKT cells in microbial immunity.
( Advances in Immunology 102, 2009)

M. Salio et al.:Recent advances in processing and presentation of CD1 bound lipid antigens. ( Current
Opin. Immunol. 22:81-88, 2010)



6. Systém organel blizkych lysosomiim (LRO - lysosome related
organelles)

Tento systém cytoplasmatickych sekreCnich granul sdili mnohé rysy s klasickym ELS. V jeho
membranach jsou membranové komponenty lysosomalnich membran (LAMP proteiny, naopak MPR
chybi), obsahem granul jsou v mnoha pfipadech i lysosomalni enzymy samotné, prestoZe degradace
biokonjugéatti nebyla nikdy v systému LRO presvédcivé prokazana. VSechna LRO granula obsahuji celou
fadu biologicky aktivnich latek ur¢enych k regulované sekreci. Mezi nejlépe definovana granula tohoto
systému patti (Obr. 54)

@ primarni granula granulocytl (azurofilni granula)

@ granula heparinocytt/basofilt

@ densni granula trombocytt (delta granula)

@ lytick4 granula cytotoxickych T-lymfocyti a NK bunék
® melanosomy melanocytt

@ systém neurolysosomt sytetisujicich neuromelanin

@ sekrecni granula pneumonocyti typ II

Radi se sem i Weibel-Palladeho granula endotelif, spermaticky akrosom, lysosomy napojené na
presentaci antigenu (MHC 1II systém), sekrecni granula juxtaglomerularniho aparatu, bliZe
nespecifikovand granula makrofagi a buriky proximalnich kanalk( ledvin (bez specifikace granul), a
nékolik dalSich bunécnych struktur.

Biogenese celého systému ma spolecny bunécné biologicky zaklad s ELS. Membranové komponenty
LRO granul jsou dopravovany jako transmembranové kargo pomoci specifickych adaptorovych proteini.
Jejich multipodjednotkovy systém, deficitni u Hefmanského-Pudlakova syndromu, se nazyva BLOC
(biogenesis of lysosomes-related organel complex). Transportni vacky pochazeji bud’ pfimo z trans-Golgi
zony nebo do LRO putuji pres casny endosom, kde se styka ELS s LRO. O selektivhim importu
luminalnich proteind, které by mélo zajistit specifitu cileni, neni nic podstatného znamo.

Exocytosa LRO je regulovana celou fadou cytosolickych faktort (rab proteiny, myosiny a dalsi)

Je tedy zfejmé, Ze tzv. lysosomalni kompartment neni jediny z oddilt buriky, ve kterém se vyskytuji
kyselé hydrolasy a komponenty lysosomalnich membrén. Jinak feceno pfitomnost lysosomalnich enzymt
nebo membranovych lysosomalnich komponent v urcité strukture nemusi nutné znamenat, Ze jde o
strukturalni soucast degradacniho ELS. Blizky vztah granul LRO a ELS naznacuje i existenci spolecnych
regulacnich cest, které mohou a jsou velmi casto spolecné postiZzeny v ramci znamych genetickych poruch
LRO.

Genetické poruchy LRO

lze obecné definovat jako poruchy biogenese LRO nebo poruchy regulace LRO exocytosy. Hlavni
klinické nasledky jsou uvedeny pouze v souhrnném pohledu (Schéma 20):

@ krvacivost (porucha biogenese densnich granul krevnich desticek)

@ parcialni okulokutanni albinismus (vyraz poruchy biogenese melanosomti nebo poruchy jejich
translokace do keratinocytti)

@ imunodeficit z narusené funkce T-lymfocytu - narusena exocytosa lytickych granul, nachylnost
k virovym infekcim a agravace klinického stavu pfi nich. Tyto fenomény ziejmeé souvisi s
narusenou tvorbou imunologické synapse. Tato dysregulace probiha formou reaktivni
lymfohistiocytosy aZ leukemoidniho charakteru.

® nejasnou funkcni korelaci ma abnermalni velikost granul heparinocytti, pneumonocytt typ 11,
neutrofilt a sekre¢nich granul Zalude¢nich a pankreatickych Zlazek

@ u nékterych typi Hefmanského-Pudlakova syndromu (HPS) (viz niZe) je tendence k plicni fibrose



@® muize byt vyznamna nefropatie ze stiadani ceroidu, zejména v proximalni casti nefronu
@ nejasny je mechanismus vzniku granulomatosni kelitidy u nékterych typt HPS
@ spojeni patologie LRO s patologii ELS predstavuje masivni ceroidosa makrofagu

Genetické jednotky
Chédiak - Higashiho syndrom; mutace LYST (lysosomal trafficing) proteinu

Strukturdlné se porucha manifestuje pritomnosti abnormalné velkych granul LRO. Jde ptfedevSim o
abnormalné velka azurofilni granula v neutrofilnich leukocytech. Déle jsou pfitomna abnormalni sekrecni
granula v krevnich destickach, heparinocytech, pneumocytech II typu. Abnormalni jsou i sekrecni granula
hlavnich bunék ve sliznici Zaludku a exokrinniho pankreatu. Porucha se manifestuje i na urovni
melanocytarnich melanosomd, z nichZ nékteré mohou taktéZ byt abnormalné zvétSené. Paralelné jsou
postiZeny i lysosomy nékterych dalSich bunék (neuroni, hepatocytd, histiocyti nebo kanalkit ledvinnych).
Akumuluje se v nich ceroid, jehoZ biochemicka podstata neni znama (viz residualni téliska). Na poruchu
lze po strance funk¢ni nazirat jako na selhani mechanismu kontrolujicich nejen velikost téchto granul, ale
i jejich regulovanou exocytosu.

Diagnosticka jsou abnormalné velka primarni granula neutrofilt (Obr. 55)

Hermansky-Pudlak syndrom (HPS)

Syndrom je geneticky heterogenni - u mysi je znamo pres 15 genti, které mohou byt isolované mutované,
a tak vést k rozvoji HPS (Obr. 56), u ¢lovéka takovych genti bylo zatim identifikovano osm. Jde o mutace
v systému BLOC (viz shora). Mikroskopicky je patrnd vyrazna ceroidosa makrofagi a absence melaninu
v epidermis. V destickach chybi densni granula. Sekre¢ni granula pneumonocytt jsou abnormalné velika.

Popisovana je také granulomatosni kolitida, nefropatie a plicni fibrosa.

Existuje nékolik malo dalSich jednotek (Griscelliho syndrom, Elejaldeho syndrom), které jsou podrobné
rozvedeny ve specificky zamérenych publikacich.

Doporucenad literatura:

M. Huizing et al.: Disorders of lysosome-related organelle biogenesis: clinical and molecular genetics.
(Annu Rev.Genomics Hum.Genet. 9:359-386, 2008)

7. Zavérecna poznamka

Vise do budoucnosti - lysosomalni genetické poruchy bez stradani

Existuje opravnény predpoklad, Ze s vyvojem zéakladniho biomedicinského vyzkumu budou objeveny
dalsi jednotky, jejichZ podstatou bude dysfunkce lysosomalniho systému, kterd se nebude manifestovat
lysosomalnim stfadani, ale dysfunkci jiného typu.

Jako priklady lze uvést:

Cystatiny a jejich deficit. Cystatiny jsou inhibitory lysosomalnich proteas. Jejich deficit zvySuje jejich
aktivitu. Napf. deficit cystatinu B vede z progresivni neurologické poruse znamé jako Lundborg
Unverrichtova epilepsie (Baltic myoclonus). V mozku jsou popisovany pouze degenerativni zmény. Dalsi

definovanou jednotkou je deficit tranlysosomadlniho transportéru pro vitamin B12 (hydroxykobalaminu)

Dalsi definovanou jednotkou je deficit transmembranového lysosomalniho transportéru pro vitamin B12
(hydroxykobalaminu).

V textu jsou téZ zminény deficity nékterych katepsinti (viz vySe).



8. Piivod eponym v oblasti nazvi lysosomalnich stfradacich onemocnéni

‘pfij meni ‘ h‘méno ‘ ‘narozen ‘ ‘zemf*el ‘ ‘poznémka

‘Batten HFrederick Eustace H1865 H19 18 Hanglicky neurolog a pediatr

Bielschowsky Max 1869 1940 %éerilkeéclg;i?;lireopatolog, emigroval z Némecka do

‘Dorfrnan HRonald F. Hiijici H Harnericky patolog

‘Elejalde HRafael H H Hkolurnbijsko-arnerick}'i genetik

‘Fabry HJohannes H1860 H1930 Hnérneck}'r dermatolog

‘Farber HSidney H1903 H1973 Harnericky pediatr

‘Gamna ‘ ‘Carlo ‘ ‘1866 ‘ ‘1950 ‘ ‘italsky l1ékar

‘Gandy ‘ ‘Charles ‘ ‘1872 ‘ ‘1943 ‘ ‘

Gaucher E}rlrlllég tp e Charles 1854 1918 francouzsky dermatovenrolog, histolog a patolog

‘Griscelli HClaude H1936 H Hfrancouzsk;’/ pediatr

Hakola Panu [ [ finsky lékaF

Hefmansky  Frantisek 1916 1980 finsky lékaF

‘Higashi HOtokata H H Hiaponsky pediatr

Hunter Charles A. 1873 1955  skotsky lékaF

‘Hurlerové HGertruda H1889 H1965 Hnémecké pediatryné

‘Chediak HAlexander Moises H1903 H Hkubénsk}'f lékar a serolog

‘J ansky HJ an H1873 H1921 H(:esky neurolog a psychiatr, profesor

‘Krabbe HKnud Haraldsen H1885 H1905 Hdénsk}'f neurolog

‘Kufs HHugo Friedrich H1871 H1955 Hnémeck;’f neuropatolog

Lamy ?g?:;fe Emile 1895 1975 francouzsky lékar a genetik

‘Maroteaux HPierre H1926 H Hfrancouzsky pediatr

‘Morquio HLuis H1867 H1935 Huruguaysky pediatr

‘Nasu HT H H Hiaponsky neuropatolog

. némecky pediatr, profesor, vedouci détské

Niemann Albert 1880 11921 nemocnice Berlin-Hallensee

némecky patolog, profesor, vedouci oddéleni
. . patologické anatomie Friedrichshain-Berlin, pro

Pick Ludwig 1868 1944 zidovsky ptivod perzekuovan nacisty, zemrel v
ghettu Terezin

Pompe Johannes Cassanius 1901 1945 Egigﬁgilﬁz I‘E a;gt%%;gggi‘;ﬁinadﬂy za ucastv

Pudlak Pavel [ [ Cesky hematolog, UHKT Praha

‘Rosai HJuan Hiijici H Hamericko-argentinsky patolog

‘Sachs HBernard H1858 H1905 Hamericky neurolog a psychiatr

Sandhoff Konrad 1939 némecky biochemik, profesor, Univerzita v
Bonnu

‘Sanfilippo HSylvester H1926 H Harnericky pediatr




Santavuori  Pirkko Fijict gnsky neurolog, profesor, University of
elsinky
‘Scheie HHarold Glendon H1909 H1990 Hamerick}'f oftalmolog
Schindl Detl veer . némecky pediatr, biochemik, genetik, Universitat
chindler etlev Zijici Wurzburg
‘Sly HWilliam S. Hiijici H Hamericky biochemik a molekularni biolog
‘Spielmeyer HWalter H1879 H1935 Hnémeck;’z neurolog a psychiatr
‘Tay HWarren H1843 H1927 Hanglicky oftalmolog a chirurg
‘Vogt HHeinrich H1875 H1936 Hnémeck;’z neurolog
Molman HMoshe H19 14 H Hizraelsk}'f neuropatolog, narozen ve VarSavé

Informace ziskany z http://www.whonamedit.com/, http://www.wikipedia.org/, D. Kondziella: Thirty
Neurological Eponyms Associated with the Nazi Era. (Eur Neurol 62:56-64, 2009)
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