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Zivocisnd butikg — hlavni membrdnové organely

Jadro — hlavni geneticka vybava
(DNA,RNA) (6% objemu bunky )

Cytosol — synthesa proteind,
metabolické drahy (54%)

ER (RER) - synthesa proteinu, synthesa
vétsiny lipida, pro distribuci do rady
organel a plasmatické membrany (12%)

Golgi — uprava, tridéni, baleni proteint
pro predani jiné organele nebo k sekreci
(3%)

Lysosomy — odbouravani
latek a dalSi funkce (1%)

Endosomy - tridéni endocytovaného
materialu, transport (1%)

Mitochondrie — oxidativni fosforylace
(22%)

Peroxisomy — oxidace toxickych
molekul (1%)
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Relativni objemy zabirané hlavnimi membranovymi
organelami jaterni buiiky (hepatocytu)

Buné¢ény Procenta z celkového Priblizny pocet
oddil objemu buriky v jedné burice
Cytosol 54 1
Mitochondrie 22 1700
Endoplasmatické retikulum 12 1

Jadro 6 |
Golgiho aparat 3 1
Peroxisomy 1 400
Lyzosomy 1 300
Endosomy 1 200
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Spravné — lysosom, lyzosom é@&é—»l}c\séom, lyzozom
fecky lyo = uvolnuji, soma = telo

Upraveno podle Molecular Biology of the Cell by Bruce Albertset al.,Garland Publishing, NY 1994
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* hlavni misto katabolismu pfirozené se
vyskytujicich makromolekul

 katabolismus proteinu, glykoproteinu,
lipidd vSech typu, nukleotidu

* monomerni komponenty vychazeji z
lysosomu prostfednictvim specifickych
membranovych proteint a jsou
reutilisovany nebo vylouceny z burky

* lysosomalni enzymy (kyselé hydrolasy)
jsou aktivni pfi kyselém pH, je znamo
kolem 70 téchto enzymu

* v lumen lysosomu udrzuje kyselé pH
protonova ATPasa v membrané, ktera
cerpa H* do lumen

Kromé katabolickych mechanismt maiji dalsi dulezité funkce (transportni,
napr. mukolipin, NPC1 protein, sekretorni funkce atd. )



Synthesa a transport
[ysosomdlnich enzymii z
Golgiho apardtu do [ysosomii

* lysosomalni enzymy = glykoproteiny

« synthesa a kotranslacni glykosylace na
ribosomech drsného ER (glykosylovany
dolicholfosfatovy meziprodukt, viz b)

» transfer do cis- Golgi, pripojeni M6P
znacky = ,adresa“ do lysosomu, slouzi
k odliSeni od jinych proteinu

* rozpoznani a vazba na MPR v trans-
Golgi, vznik vacku (,,puceni‘)

» cileni a prenos pomoci transportnich
klathrinovych vacku, fuze s endosomy/

lysosomy

Zdroj: Desnick R.J.,Nature,3(2002)954


Předvádějící
Poznámky prezentace
Jak jsou hydrolasy identifikovány a transportovány do lysosomů?
Většina kyselých hydrolas určených do lysosomů obsahuje signální AMK sekvenci tzv. lokalizační signál.
 b) Lokalizační signál je rozpoznán specifickými enzymy v Golgiho aparátu, kde jsou ve dvou krocích připojeny mannosa-6-phosfátové značky( 1.krok fosfotransferasa přinese fosfát na OH skupinu 6C mannosového zbytku v oligosacharidovém řetězci, 2.krok fosfodiesterasa vytvoří dvojnou vazbu ????? Jak to ? atd.)
Úloha M6P receptoru?
 Receptor je umístěn v membráně trans Golgi a podle M6P značky rozpozná a váže proteiny které jsou určeny do třídícího procesu v trans Golgi. Tam jsou proteiny s M6P a jejich receptory akumulovány do opláštěných váčků které následně pučí z povrchu.
Další třídění po Golgim:
a)Třídění do jednotlivých cílových organel, probíhá stejně jako u receptory zprostředkované endocytosy prostřednictvím endosomů kdy jsou tříděny ligandy a receptory
b) Z late endosomu se recyklují  MPR zpět do Golgi.Váčky s hydrolasami fusují s lysosomy.
c) Jak vesikuly fůzují když dosáhnou svého cíle? Za pomocí tzv. SNARE proteinů. Jsou to komplementární proteiny na povrchu cílové organely a váčcích
1. Co se děje, když enzym katalyzující připojení M6P značky je defektní?
Primární defekt - mutace v genu fosfotransferasy, která modifikuje lys. hydrolasy 
značkou M6P
Takto deformované hydrolasy se nemohou normálně vázat k MPR a jsou 
nasměrovány do špatné části Golgi, následně jsou ukládány do váčků 
a následnou fůzí  s plasmat. membránou odcházejí z buňky. Tyto hydrolasy 
se nikdy nedostanou do lysosomů.
Důsledky: vznik inkluzních tělísek, váčky plné nestráveného materiálu, který je za normálních okolností odbouráván v lysosomech 
důsledky: lysosomy tedy obsahují substrát, ale ne hydrolasy nutné k jeho degradaci. Nutné připomenout, že ne všechny orgány jsou  postiženy v I-(inclusion) cell disease. To naznačuje, že tam musí existovat ještě jiné alternativní dráhy pro dopravu hydrolas do lysosomů. 
=I -cell disease (Mukolipidosa II)





Selektivni transport zprostredkovany klathrinovymi vacky

(clathrin-coated vesicles)
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cargo molecules

Receptory s navazanymi
molekulami jsou
rozpoznavany a vazany
adaptiny, které vazi takée
klathrin k cytosolovému
povrchu rostouciho vacéku,
ktery je od membrany
odpojen za ucasti malého
GTP-vazajiciho proteinu
dynaminu. Po vytvoreni
vacku je plast odstranén a
vacek pak fuzuje s cilovou
organelou. Na povrchu
jsou znacky, které
rozpoznavaji
komplementarni receptory
na cilovych membranach
(transmembranové
proteiny vSNARE tSNARE)

Podle Molecular Biology of the Cell by Bruce Albertset
al.,Garland Publishing, NY 1994




Transport lysosomalnich enzymu z
Golgiho aparatu do lysosomli

lysosomal hydrolase
precursor
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* v cis-Golgi je ve dvou stupnich pfipojen M6P marker (adresa do lysosomu): pfenosem
N-acetylglukosaminyl-1-fosfatu fosfotranferasou z UDP-N-acetylglukosaminu na C-6
mannosy a poté je N-acetylglukosamin odstépen GIcNAc 1-fosfodiester-N-
acetylglukosamidasou (fosfodiesterasou)

» fosforylované enzymy se vazi na M6P receptor v trans-Golgi, z kterého ,puci“ vacky
obalené klathrinem, ktery je odstranén pfed fazi (transformaci) s ,kyselou® organelou
(endosom/lysosom)

Podlee Molecular Biology of the Cell by Bruce Albertset al.,Garland Publishing, NY 1994
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Předvádějící
Poznámky prezentace
endosomální-lysosomální aparát – intracelulární trávení (odbourávání) molekul
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Poruchy lysosomalniho systemu

 geneticky podminéné defekty v dusledku poruchy funkce enzymového

nebo nekatalytickeho proteinu zajiStujiciho funkénost lysosomalniho
systému

« dusledek — stagnace hydrolytickych pochodu a vznik substratovych
deposit v lysosomech, porucha jejich funkci

 zavazne (vétsinou fatalni) zdravotni nasledky
* je znamo vice nez 40 ruznych lysosomalnich nemoci

* prenos je autosomalne recesivni, ve dvou pripadech gonosomalne
recesivni (Fabryho choroba a MPS Il - Hunter )

- incidence v CR je 1 : 8 500, ve svét& vieobecné 1: 7-8000

 kausalni leCba dodanym rekombinantnim enzymem mozna jen u nekolika
nemoci (Fabryho a Gaucherova choroba, Pompeho nemoc, MPS |
ve vybranych pfipadech BMT (MPS [)

* prevence spociva v prenatalni diagnostice v postizenych rodinach



Poruchy lysosomalniho systemu

OMIM™ - Online Mendelian Inheritance in Man™

Plvodni ¢lenéni - podle povahy ukladaného metabolitu

Racionalnéjsi - podle defektl specifickych proteint postihujicich katalytickou nebo nekatalytickou
lysosomalni funkci:

A. Poruchy postihujici degradacni funkce lysosomalné-endosomalniho
systému spojené s hromadénim neodbouranych metabolitu

I. Lysosomalni enzymopatie zplisobené poruchou katalytické funkce v dasledku
1. mutace v genu enzymoveho proteinu ( lipidosy, glykoproteinosy, mukopolysacharidosy ...)
2. mutace v genu enzymoveho aktivatoru
3. poruchy postranslacni modifikace enzymového proteinu (ML I1l, PSD)
4. poruchy funkce protektivnich proteinu (galaktosialidosa)

Il. Poruchy lysosomalnich proteinu s nekatalytickou funkci
mutace proteinovych transportert v lysosomalni membrané (ML IV, Salla disease)

mutace dalSich, funkéné malo definovanych proteint lysosomu ( NPC1, NPC2, NCL, LAMP 2,
cystinosa)

B. Poruchy sekretorického lysosomalniho systému (LRO)



Hlavni skupiny poruch podle typu sloucenin jejichz
degradace nebo funkce je postizena : LSD (lysosomal
storage diseases)

- Poruchy degradace glykoproteinti (glykoproteinosy)

* Poruchy degradace glykosaminoglykanti (mukopolysacharidosy)

* Poruchy degradace sfingolipidil nasledkem defektil enzymovych
proteinu (sfingolipidosy)

* Poruchy funkce proteinovych aktivatoru sfingolipidovych hydrolas

» Poruchy transportnich proteini (a mechanismu)

* Poruchy funkce protektivnich proteinu

Jednotlivé skupiny se mohou prolinat (GM1 gangliosidosa)

Vétsinou se tato onemocneéni vyskytuji vzacné, néektera jsou vsak
casteéjsi u nékterych etnickych skupin

napf.Tay-Sachsova choroba, Gaucherova choroba (Askenazim Zidé),
aspartylglykosaminourie u finské populace

z ostatnich pak Niemann-Pickova choroba typu C a nekteré typy ze
skupiny neuronalnich ceroidlipofuscinos

(NCL2 a NCLG6).



poruchy lysosomalnich hydrolas
primarni poruchy enzymového proteinu

degradace lipidu, glykoprot., proteini degradace glykosaminoglykanii (GAG)
ceramidasa (N-Acyl-sfingoid=Cer) 20. a-L-iduronidasa (DS, HS)
B-glukosylceramidasa (GlcCer) 21. iduronosulfat sulfatasa (DS,HS)
B-galaktosylceramidasa (GalCer) 22. heparan N-sulfatasa (HS)
arylsulfatasa A (SGalCer) 23. NAc-o-D-glukosaminidasa (HS)
NAc-B-glukosaminidasa A (GM2) 24. CoA:a-glukosaminid NAc-transf. (HS)
NAc-B-glukosaminidasa B (GM2,GP) 25. gINAc- 6-sulfat sulfatasa (HS)
B-galaktosidasa (GM1, OLS, GP) 26. GalNAc-6-sulfat sulfatasa (KS,C6S)
a-galaktosidasa A ( Gb3Cer) 27. B-galaktosidasa (KS)
. sfingomyelinasa (P-cholin-cer) 28. GalNA c-4-sulfatsulfatasa (DS)

. kysela lipasa (CE, TAG) 29. B-glukuronidasa (DS,HS,C4S,C6S)

- a-neuraminidasa (GP, gangliosidy) 30. hyaluronidasa (kys. hyaluronova)

To e O e e

. a-N-acetylgalaktosaminidasa (GP,

krev. sk.A: aGalNAc- [Fuca]- Bgal-;) . T, X
. Kysel4 o-1,4-glukosidasa (glykogen) 30 intralysosomalnich enzymu

. a-Mannosidasa (GP) 29 hydrolas+1 transferasa

- B-Mannosidasa (GP) 30 proteinu = 30 genu

. a-Fukosidasa (GP)
. aspartylglukosaminidasa (GP) 30 poruch

tripeptidylpeptidasa I — TPP (prot.)
. proteinpalmitoyl thioesterasa-PPT




LSD zpusobené defektem nehydrolytického
proteinu: (n =7)
~enzymovych aktivatoru (n=4)

deficit SAP B

deficit SAP C
deficit aktivatoru hexosaminidasy

eposttranslacni modifikace lysosomalnich enzymu (n =2)

* z destabilisace enzymovéeho komplexu (n=1)




Mukopolysacharidosy - MPS

» dédi¢né poruchy katabolismu glykosaminoglykanti (GAG) v dusledku
mutaci v genech kodujicich 10 ruznych hydrolas ( exoglykosidasy, sulfatasy)
a 1 transferasu a jsou pri¢inou 6 ruznych onemocnéni

 dUsledkem je lysosomalni hromadéni GAG ve vSech typech bunék,
* postizeny jsou pfedevsim buriky mesenchymu, ale i epitelialni a neuronalni

» fragmenty GAG jsou vylu€ovany v moc¢i pacientu

« GAG jsou nejcetnéjsi polysacharidové struktury kovalentné
vazané na protein, s dlouhymi strukturami obsahujicimi
disacharidové jednotky, zajist'uji vysokou viskositu a rigiditu

- tvori dulezitou integralni souéast bunéénych membran,
extracelularni matrix i nékterych intracelularnich struktur



Dulezité GAG

GAG lokalizace

Hyaluronat Synovialni tekutina, sklivec, pojivova tkan
Chondroitin sulfat Chrupavka, kosti, srdecni chlopné
Heparan sulfat Bazalni membrany, komponenty

bunécnych povrchu

Heparan Intracelularni komponenty tukovych
bunék, vystelka arterii plic, jater, kluze,

Dermatan sulfat Kluze, cévy, srde€ni chlopné

Keratan sulfat Rohovka, kosti, chrupavky




Postupné odbouravani DS (A) a HS (B) s vyznaCenim
metabolickych bloku
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MPS: primarni defekt a hromadéené GAG

Nemoc Enzymovy deficit Hromadéné
GAG
MPS | (Hurler,Schie) a-lduronidasa DS,HS
MPS Il (Hunter) |duronat-sulfatasa DS, HS
MPS Il A (Sanfillippo A) Heparan sulfamidasa HS
MPS Il B (Sanfillippo B) o—N-acetalglukosaminidasa
MPS IlI C (Sanfillippo C) AcCoA : a—glukosaminid
N-acetyltransferasa
MPS 1Il D (Sanfillippo D) N-acetylglukosamin-6-sulfat
sulfatasa
MPS IV A (Morquio A) MPS | N-acetylgalaktosamin-6-sulfatasa | KS,CS
IV B (Morquio B) B — galaktosidasa
MPS VI (Maroteaux-Lamy) | Arylsulfatasa B DS
MPS VII B-glukuronidasa HS,DS,CS




Hlavni klinické znaky u MPS

Rozvoj klinickych symptomu je postupny, po del§im asymptomatickém
obdobi :

 kraniofacialni dysmorfie,

zastava a regres psychomotorického vyvoje,

hepatosplenomegalie,

kardiomyopatie,

kostni a kloubni zmény s poruchou ruastu,

zakal rohovek (s vyjimkou MPS Il a Ill),

poruchy sluchu.

U MPS lll je zavazné postizeni CNS, somatické priznaky vyjadireny malo,
typicka je hyperaktivita az agresivita



Laboratorni diagnostika MPS

Morfologické vysSetreni: vakuolizace cytoplasmy vSech typu bunék,
inkluse v krevnich elementech

Biochemicka analysa:

» prukaz zvyseného vylucovani GAG v moci a elektroforetické
vyhodnoceni jejich spektra (nasmérovani enzymove analysy)

« enzymatické potvrzeni diagnosy prukazem deficitu aktivity v
bunkach ( leukocyty periferni krve, kultivované kozni fibroblasty)

 DNA diagnostika dulezita predevsim pro genetické poradenstvi v
rodiné a pro prenatalni diagnostiku.

* Nezbytna je pro urCeni pfenasecCek u X-vazané dédi¢nosti MPS I



MPS | — Hurlerova
choroba

Deficit aktivity
alfa-iduronidasy

ELFO
glykosaminoqlykanu:

Excrece dermatan sulfatu
(DS1 a DS2 and heparan
sulfatu (HS) v moci
pacientu (viz Sipky)

(CS=keratan sulfat)

CS gl

DS2

HS

DS1

1 2 3 4 5 6

Electrophoresis of urinary GAGs

Vzorky 1, 2 a 6 jsou kontroly, 3 a 5 pacient s MPS 1



ELFO glykosaminoglykanu u pacienta s MPS i
(vzorky Il), srovnani s MPS | (I) a MPS 1l (1)

Exkrece dermatan sulfatu
(DS1 a 2) a heparan sulfatu
(HS) v mogi

MPS ll: Hunterova
choroba

s ' i

Deficit aktivity alfa-

) DS2
iduronosulfat sulfatasy

HS
Dédicnost je vazana na
X-chromosom DS1

> E=)

KO KO Il KO I 1 1

KO=kontrola
CS=chondroitin sulfat




MPS IVA: Deficit aktivity N-acetylgalaktosamin-6-
sulfat sulfatazy

ELFO glykosaminoglykanu:

Priklad exkrece keratan sulfatu (KS) a chondroitin-6-
sulfatu (CS) v mog¢i pacientti (vzorky 2 a 6,viz Sipky)

Vzorky 1,3 a 5 jsou kontroly

DS1,2=dermatan sulfat ve dvou frakcich, HS=heparansulfat)

- v
KS

(O] .

DS2

HS

DS1
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Předvádějící
Poznámky prezentace
Zvláštností je střádání v neuronu – lipidy, především gangliosidy v typické lamelární struktuře, v ostatních non-neuronálních buńkách jsou především GAG a lipopigment, častá vakuolizace 


Glykoproteinosy
- glykoproteiny jsou hojne zastoupeny na bunecnych membranach, na
povrchu bunky i uvnitr
» maji dulezité funkce — strukturalni, signalisacni, rozpoznavaci aj.

* jejich oligosacharidove struktury jsou postupné odbouravany v
lysosomech skupinou exoglykosidas

 poruchy degradace vedou k hromadéni neodbouraného substratu v
lysosomech a k zavaznému metabolickému onemocnéni

* hromadi se nedegradované glykopeptidy, modifikované
oligosacharidy a nekdy také glykolipidy

 spektrum Castecné degradovanych a modifikovanych
oligosacharidovych struktury v moci je dulezitym diagnostickym
ukazatelem.



Postupné odbouravani komplexnich oligosacharidu (A) a priklady
oligosacharidovych struktur v moci u nékterych glykoproteinos (B)
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Glykoproteinosy

Nemoc / Pri€ina Hromadéni Hromadéni
glykoproteinu | glykolipidu
o-mannosidosa / enzym hlavni ne
B—mannosidosa / enzym hlavni ne
o—fukosidosa / enzym hlavni pritomny
Sialidosa / enzym hlavni pritomny
aspartylglukosaminourie / enzym hlavni ne
GM1- gangliosidosa / enzym pritomny hlavni
Galaktosialidosa/ protekt.protein hlavni minimalni
Schindlerova choroba/ enzym hlavni minimalni
GM2-ganglios.(Sandhoff)/enzym pritomny hlavni
Mukolipidosa II(1ll) /postranslacni | vSeobecny VSeobecny
modifikace — transport enzyml | defekt defekt




Glykoproteinosy

Klinické znaky:

» zapadaji dobre do obrazu lysosomalnich ,stfradavych” (storage)
nemoci v€etné znacné variability fenotypu

« zhorSujici se prubéh, opozdéni ve vyvoiji, postizeni CNS, krece,
poruchy sluchu, u nékterych kozni nalezy a;j.

« mohou byt pritomny nékteré rysy mukopolysacharidos (hrubé
obliCejove rysy, dysostosis multiplex, event. oCni nalezy)



Laboratorni diagnostika glykoproteinos

Morfologické vysSetieni: vakuolizace cytoplasmy vSech typu bunék,
inkluse v krevnich elementech

Biochemicka analysa:

» Oligosacharidy v moci:
HPTLC detekce orcinol (oligosacharidy obecné)
resorcinol pro sialyloligosacharidy
Mirngjsi formy nemoci s pozdéjsim nastupem nemusi byt zachyceny

 Enzymatické potvrzeni diagnosy prukazem deficitu aktivity prislusné
glykohydrolasy

leukocyty periferni krve, kultivované koznich fibroblasty (postnatalni dg.),
choriové klky a kultivované amniové burnky (prenatalni dg.)

 DNA analysa: potvrzeni vyskytu mutace v genu pfislusné hydrolasy,
dulezité pro genetické poradenstvi - prenatalni dg.



o-mannosidosis

Survey of lymphatic tonsillar tissue

Prof.MUDr.M.Elleder,DrSc. UDMP



Glykoproteinosy — HPTLC oligosacharidi v mog¢i

ORCINOL RESORCINOL

KO Sial P1 GM1 P2 Fuc KO




Glykogenosy — Pompeho choroba

- porucha degradace glykogenu

« deficit lysosomalni a- glukosidasy

« klinické znaky: myopathie, kardiomyopathie, CNS nepostizen,
infantilni, juvenilni, adultni formy nemoci

« diagnosa: enzymova analysa v leukocytech, prukaz deficitu
aktivity (pouze u infantilni formy do 1roku véku)

v kultivovanych koznich fibroblastech (u pozdejSich forem)
v CVS, amniovych bunkach

« existuje enzymova terapie



Lipidosy (Sfingolipidosy)

pric¢inou jsou poruchy katabolismu sfingolipidu v dusledku mutaci v
genech specifickych

nasledkem je lysosomalni nedegradovanych sfingolipidu,
které muze byt tkafiové specifické

dusledkem jsou , ktera se az na vyjimky vyskytuji v
ruznych klinickych variantach: infantilni, juvenilni a dospélé
(protrahované) formé

jsou u jednotlivych chorob velmi rizné, ¢asto je
postizen CNS, ruzné visceralni organy, mohou byt patrné kozni, o¢ni
zmeny, typicky je regres vyvoje, psychomotoricka retadace u déti a rychly
progres nemoci koncici smrti

kausalni existuje u Fabryho a
Gaucherovy choroby, pripravuje se léCba u NPB.



Co jsou sfingolipidy? Ceramid a jeho derivaty.

Jsou to komplexni molekuly obsahujici lipofilni ceramidovou cast a hydrofilni
cukernou (nebo fosfocholinovou) ¢ast

Glukosylceramid GlcCer

OH
HO | »

|
G o Ch, “AAAAAAAN

o%%“ i

0 2

/ HO | HO \

S0; HO " AAAAAAA

7 N\

. HO™ Hc
Laktosylceramid
LacCer
1570-1873 Johann Ludwig Witlhelm I chudichuum: oljeu

sphingasinu, cerebirasidu and sfingomyelinu v mazfu — sleulening ,,
enigmatic as Cqyptian Sphinx’




SFINGOLIPIDY: lipidy obsahuijici sfingoidni base (sfingoidy, drive
,Sfingosinoveé® base nebo ,, sfingosiny®)

SFINGOIDY, SFINGOIDNI BASE (long chain bases, LCB):
viceuhlikaté alifatické aminoalkoholy, skupinové nazvy pro
sfinganin (D-erythro-2-amino-1,3-oktadekandiol) a jeho homology,
stereoisomery, hydroxy- a nenasycené derivaty

CH,OH CH,OH CHLOH
| | |
H—C—NH, H—C—NH,; H—C—NH,
| | |
H—C—0H H—C—0H H—C—0OH
| | |
| TS |
CH, (I [CH, 45
|
Hi“zluz H,
CH;
I [ [11
sphinganine (£ J-sphing-4-enine (K)-4-hydroxy-
(sphingosine) sphinganine
(phyvtosphingosing)




GLYKOSFINGOLIPIDY (GSL): glykokonjugaty obsahuijici jednu
nebo vice monosacharidovych jednotek vazanych glykosidickou
vazbou na hydrofobni, lipidni ¢ast (na O-1 sfingoidu nebo ceramidu
/N-acylsfingoid/)

SACHARIDOVA CAST: obsahuje rizny poet monosacharidovych
jednotek (zaklad 1-4 jednotek), u ZivocCichu predevsim D-glukosu,D-
galaktosu, L-fukosu, D-N-acetylgalaktosamin a D-N-
acetylglukosamin (neutralni GSL), které mohou byt sulfatovany nebo
sialovany (kyselé GSL).

Rozdeluji se proto skupinové na neutralni (mono-, di-, tri-, tetra- ....
glykosylceramidy) a kyselé (gangliosidy a sulfatidy)

FUNKCE SFINGOLIPIDU:

- Jsou vyznamnymi Komponentami eukaryotni plasmatické
membradny, jsou pritomny i ve vnitrobunécnych membrandch

- mayji dileZité funkcestrukturni a integracni, ale také signalisacni,
receptorové, pri vzdjemném rozpoznadvani bunéek aj.



Schema dearadace sfinaolibidil

N?LIAC
Gal(f31-3)GalNAc-Gal-Glc-Cer

; GM1-Gang!iosidosisi

Gal(}1-3)GalNAc-Gal-Glc-Cer
GA1

| GM1-Gangliosidosis| | GM1-p-galactosidase

NeuAc
|
GalNAc([} 1-4)-Gal-Glc-Cer GalNAc([j1-4)-Gal-Glc-Cer GalNAc($1-3)-Gal-Gal-Glc-Cer
GM2 GA2 Globoside
| Tay-Sachs, Sandhoff p-Hexosaminidase A p-Hexosaminidase A, B - -Hexosaminidase A, B
AB variant ‘ GM2-Activator l GM2-Activator Senchon P
(a2,3)-NeuAcGal(p1-4)-Glc-Cer Sialidosis Gal(p1-4)-Glc-Cer Gal(a1-4)-Gal-Glc-Cer
GM3 e ——— Lactosylceramide ——  Globotriaosylceramide
Sialidase a-Galactosidase A
SAP-B SAP-B
GalCer--galactosidase
GM1-fi-galactosidase
v SAP-B and SAP-C
Gle(p1-1)-Cer Gal(w.1-3)-Gal-Cer
Glucosylceramide Digalactosylceramide
gkape?éylwamndase gﬁ)a‘lgctosidase A
oty o - p-Galactosyl-
WOIE B A 4 Sapc
HC 0T 0T T Y ey i NP Crater Gal(p1-1)-Cer
HN_ _ Cy7Hgs Sphingomyelinase HN._ _Cq7H
- 3 Krabbe Galactosyl mid
g SAP?? N 5 alactosylceramide
Sphingomyelin AN co [ metachromatic Arylsulfatase A
eramide | Leukodystrophy SAP-B
acid Ceramidase
@ SAP-D '0,8-3-Gal-Cer
?“/ R Sulfatide
NHp

Sphingosine

Upraveno podle Kolter,Sandhoff, Annu.Rev.Cell Dev.Biol.2005, 21:81-103



Defekty sfingolipidovych hydrolas (a kyselé lipasy) podminéné
primarni poruchou enzymového proteinu

enzymy Stepici prevazné lipidy substrat
(lipidosy n=10)
*ceramidasa (Farber) ceramid
« sfingomyelinasa (Niemann-Pick typ A/B) sfingomyelin
* glukosylceramid B-glukosidasa (Gaucher) glukosylceramid
» galaktosylceramid (3-galaktosidasa (Krabbe) galaktosylceramid
 arylsulfatasa A (MLD, sulfatidosa,) sulfatid
 a-galaktosidasa A(Fabry) Gb;Cer, Ga,Cer,
krevni.sk.B
* GM1-3-galaktosidasa (GM1 gangliosidosa) GM1 gangliosid,
* B-hexosaminidasa (GM2 gangliosidosa)
defekt retézce podjednotky A (Tay-Sachs) GM2 gangliosid
defekt retézce podjednotky B (Sandhoff) «

* Kysela lipasa (Wolmanova nemoc, CESD) estery cholesterolu



Poruchy sfingolipidovych hydrolas
GM1 gangliosidosa : B— galaktosidasa

Substraty GM1 gangliosid, asialoderivat, laktosylceramid, oligosacharidy

Hromadéni GM1v neuronech, oligosacharidy v visceralnich organech,
exkrece v moci

PostiZzeni CNS, regres vyvoje

Diagnostika: oligosacharidy v moci, potvrzeni prukazem deficitu aktivity
v leukocytech,fibroblastech, CVS, amniocytech

GM2 gangliosidosa : B-hexosaminidasa
Substrat GM2 gangliosid, hromadéni v CNS, PNS

Tay-Sachsova choroba — defekt a —podjednotky enzymu (kodovana 15g22>q25)
Sandhofova choroba — defekt obou podjednotek — a,, B (B kédovana 5q13)

Defekt GM2 aktivatoru

Progresivni psychomotoricka retardace, mize byt tresnova skvrna na o¢nim pozadi




GM1 gangliosidosa — HPTLC oligosacharidui v
MOoCi

ORCINOL 1 RESORCINOL
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Aktivity p-galaktosidasy u pacientu s GM1 gangliosidosou

] nmol/mg protein/hr
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ELFO hexosaminidas: Tay-Sachsova choroba

LEUCOCYTES




Gaucherova nemoc: deficit aktivity f-glukocerebrosidasy
(syst.nazev D-glucosyl-N-acylsphingosine glucohydrolase , EC 3.2.1.45)

* gen (GBA) na chromosomu 1 (q21), 11 exonu, 7 kb; mnozstvi mutaci, nékteré prevalentni
(Askenazim Zidé, Svédska Norrbottnian populace)

» substrat
» hromadéni v bunkach makrofagového puvodu, , slezina, jatra, plice

* klinické znaky: trombocytopenie, anemie, hepatosplenomegalie, postizeni kosti,
neurodegenerace, tfi klinické varianty: chronicky visceralni-typ 1, akutni neuronopathicky-
typ 2, chronicky neuronopathicky-typ 3

- Incidence 1:7000-10000, ¢asty vyskyt u Askenazim Zid
» Diagnostika: aktivita enzymu v leukocytech, fibroblastech, CVS, amniocytech

* Terapie : modifikovanym placentarnim (aglucerasa) nebo
rekombinantnim (ceredasa) enzymem
biosynthesy glykolipidt

* B-glukocerebrosidasa neni prenasena M6P cestou, ale prostfednictvim mannose-
dependent Ca?* independent receptoru (do sinusoidu jater a sleziny),

» prakticky zadny enzym se nedostava do Gaucherovych bunék (makrofagi zejména BM),
tato cesta je nevyjasnéna




Priklad Gaucherovy bunky

wmeus b r-faamy

N

ovtolopic variards of besos ol shorage

Prof.M.Elleder, UDMP, 1.LF UK


Předvádějící
Poznámky prezentace
vlevo – vakuolární přeměna standardní u všech poruch – 3 diom. distense ly
proti tomu Gaucher – převážně dvourozměrná


Gaucher disease Detection: orcinol

CS= control spleen, PS = susp.GD
patient spleen ( two concentrations of
one sample),

St= Standards of glycolipids

GleCer B AC1,2 = control cultured amniotic

fluid cells, AT = amniotic cell tested
(prenatal diagnosis of PSAPD, see
Fig.2)

LacCer
indicates cultured

amniotic fluid cells analyzed
for glycolipid content in the
next pregnancy in the family

with PSAPD No
storage was found.

Fig.3. Glucosylceramide (GlcCer) storage in the spleen of
unrecognized case of Gaucher disease ( green arrows ). The

result was of crucial importance for prenatal dg. in the next
pregnancy.

Original dg. :hydrops fetalis, stillbirth


Předvádějící
Poznámky prezentace
Gaucher


Fabryho choroba: deficit a-galaktosidasy A,

(pfenos vazany na X-chromosom)

* Substraty globotriaosylceramid, digalaktosylceramid (galabiosylceramid),
glykolipidy krevni skupiny B

 Hromadéni v myokardu, ledvinach, lymfatickych uzlinach, plicich,
fibroblastech aj., exkrece v moci

* Klinické znaky: onemocnéni srdce a ledvin, zakal rohovky, angiokeratomy,
akroparesthesie,

- Incidence 1: 40 000, v CR patii k nejéastéjsim sfingolipidosam spolu s
Gaucherovou nemoci (diagnostikovano kolem 100 pacientt, muzi 45)

‘Nemoc ma pouze adultni formu (jako jedina z lysosomalnich enzymopathii)
 Existuje cilena enzymotherapie rekombinantni a-galaktosidasou

* Diagnostika: stanoveni aktivity v leukocytech, fibroblastech,
CVS,amniocytech

Je zavedena DNA diagnostika — velmi uc¢inna pri vyhledavani prenasecek v
rodinach




Fiqure: Hallmarks and complications of Fabry's disease

Fabry's disease is phenotypically heterogeneous and organ damage can be isolated or extensive. Diagriostic
suspicion arises by revealing more specific findings, such as comeaverticillata (A, whorl-shaped cream-coloured
comeal douding, amows) or angiokeratoma (B, multiple, small, black-red single [ amowheads) or dusterd papula
with minimal hype rkeratosis | amows ). Goal is to prevent late-stage complications, such as stroke. Left cerebellar

hernisphere stroke (C, fluid-attenuated inversion recovery MR, amow] was caused by occlusion of left vertebrl
artery ([, MRI angiogram, amow ) in 47 -year-old man with Fabry's disease.

Schiffmann R. www.thelancet.com Vol 366 MNowember 19, 2005



FABRY DISEASE

X-GALACTOSIDASE A /B-GALACTOSIDASE
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Deposita lipidu (Gb3Cer) davajici v polarizovaném svetle

fenomen , maltézskych krizi“ v lysosomech u Fabryho
choroby

srdecni sval — fixovana tkan

Prof.M.Elleder, UDMP, 1.LF UK



Degradace Gb,Cer ve fibroblastech
pacienta s Fabryho chorobou
a po aplikaci reRombinantni
o-galaktosidasy A
(tvorba degradacinich produRtii
LacCer a GlcCer)

| 'Products formation

relative radioactivity (%)

14

time (hours)

Fabry disease

Gb,Cer GlcCer

LacCer EBE effect

distance from origin (mm)

Enzym F

Gb,Cer GlcCer

CBE effect

distance from origin (mm)



Metachromaticka leukodystrofie, sulfatidosa, deficit
arylsulfatasy A (ASA)

e Substrat: sulfatid

 Hromadi se v mozku (demyelinisace), ledvinach, zlu€niku, jatrech, exkrece v
mMogi
* Klinické znaky: postizeni PNS,CNS, tri varianty podle zacatku onemocnéni

* Diagnostika:

analysa sulfatidi v moci (rovnéz histochemicky prikaz metachromasie)

stanoveni aktivity ASA v leukocytech,fibroblastech, CVS, amniocytech
Je nutné vylouc€eni pseudodeficitu (DNA analysa, sulfatidy v mog¢i)
 Cilena terapie neexistuje, pokusy s BMT uspésné jen u protrahovanych
forem,
* Prevence je v prenatalni diagnostice

 DNA analysa je zavedena - velmi uc€inna takeé pro zjist'ovani pseudodeficitni
alely




Sulfatidy v moéi u pacientu (P) se sulfatidosou

(C1,2=kontroly)
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Pseudodeficit ASA

(mutace v genu zachovavajici dostate€énou residualni aktivitu
enzymu, nedochazi ke klinické manifestaci choroby)

Snizend aktivita enzymu v klinicky zdravych jedincu:

- invitro (leuko, fibro, plasma):
- snizena dfinita k syntetickému substratu

e inVivo:
- zvysend degradace enzymu v bunkdch (Tay-Sachs, MPS VII)
- snizend produkce mRNA (MLD)

2 mutace: Asn350Ser (AAT>AGT)
A—G v poly A signalu (aataac>agtaac)

Zjisteni pseudodeficitu ma zasadni vyznam pro prenatalni diagnosu !


Předvádějící
Poznámky prezentace
Která je ale dostatečná k odborávání substrátu, který se proto nehromadí a  nemoc nemanifestuje


Niemann-Pickova choroba typ A/B, deficit kyselé sfingomyelinasy
sfingomyelin cholinfosfohydrolasa, EC 3.1.4.12
» substrat sfingomyelin a jeho lysoderivat

« hromadéni v jatrech a slezing, lymfatickych uzlinach, také v mozku,
ledvinach, plicich ...

» sekundarné zvyseni cholesterolu , BMP a nékterych glykolipidu v tkanich
* klinické znaky: hepatosplenomegalie, neurodegenetirativni onemocneni

znacna fenotypicka variabilita — od mirneho fenotypu B
typu do velmi tezkeho A typu s radou prechodnych
forem s atypickym fenotypem (,Ceska” mutace Q292)

Diagnostika: aktivita enzymu v leukocytech, fibroblastech, CVS,
amniocytech

Kausalni IéCba u typu B choroby rekombinantnim enzymem se
pripravuje

DNA diagnostika je zavedena (vyhledavani heterozygotu v
rodinach)




‘ Niemann-Pick type A (NPA) I

Detection: Phosphorus
(molybdate blue)

PL1,2 = cases 1 and 2 (liver)
CL = control liver (SM was
under limit of detection)

PS1,2 = cases1 and 2 (spleen)

-— -— -— -— CS = control spleen

Note: applied aliquots of

Liver - Spleen

e -— G tissues of patients were only
SM &8 @& - W one fifths of those of
controls
—— ’ p—— ey e

PL1 PL2 CL PS1 PS2 CS SM

Sphingomyelin (SM) storage in two unrecognized cases
of Niemann-Pick disease type A (green arrows)

Original dg.: unspecified storage disease



Předvádějící
Poznámky prezentace
NPA


Deficit aktivity lysosomalni Kyselé lipazy
(Cholesterol ester storage disease, CESD)

* lysosomalni (kysela) lipaza E.C.3.1.1.13

* ubikviterni enzym hydrolysujici CE a TAG

 hlavni znamy zdroj substratu: endocytosa
lipoproteinu

 obligatné jsou postizene tkan¢ s konstitucionalné
vys. endocytosou LDL
(hepatocyty, steroidogenni tkané)

e fakultativné histiocyty (oxidovane lipoproteiny)



‘ Cholesterol ester storage disease (CESD) I

Detection: CuSO -
H,PO,

CE = cholesterol
esters, TAG =
triacylglycerols,

FFA = free fatty acids

C = free cholesterol

1 _
Liver Testis Standards

Fig.5. Cholesterol ester storage in tissues of unrecognized
case of adult type of CESD (green arrows)

Original dg.: atherosclerosis, liver carcinoma

Elleder M. Cas.Lék.ces. 138(1999)719-724


Předvádějící
Poznámky prezentace
CESD


Lysosomalni enzymopatie z poruchy funkce
proteinového aktivatoru: (n =5+1)
(prekursor saposinu),
publikovano 6 pripadu na svéte

jen na mysim modelu)
deficit aktivatoru [-hexosaminidasy ( )

* Jednotlivé saposiny (sfingolipid activator proteins, ~20kD) vznikaji z
prekursoru proteolyticky ve stadiu ¢asnych endosomu

» Deficity jednotlivych aktivatora (GM2, SAP B, SAP C) pripominaji fenotypicky
odpovidajici enzymovy deficit (GM2 gangliosidosa, MLD/Fabry, Gaucher)

» Deficit prosaposinu je téezka komplexni sfingolipidosa



Funkce proteinovych aktivatoru sfingolipidovych hydrolas

| Lysosome
N intralysosomal lysosomal
p-hexosaminidase A Veside " Membrane

Glycocalix

N

GM2-actwator

i i
I

Sap-C tvofi nejprve
komplex s enzymem a
BMP

GM2 aktivator vyzdvihuje glykolipid
(GM2 gangliosid) z membrany

Na stejném principu funguje Sap-B

Podle Kolter T., Sandhoff K. Brain Pathology Podle Wilkening G et al. J Biol Chem 1998,
1998, 8: 79-100 273:30271-78



Předvádějící
Poznámky prezentace
Saps actions


GM1-GANGLIOSIDOSIS ?

SULPHATIDOSIS * KRABBE DISEASE

" |lactosylceramide

glucosylceramidase

DEFICIENCY

FABRY DISEASE
/| PROSAPOSIN

GAUCHER DISEASE FARBER DISEASE

SPHINGOLIPIDOSIS MULTIPLEX
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Rutinni enzymologii in vitro v pfitomnosti detergentii nelze defekt

prokdzat, diagnosticky vyznam maji funkéni studie v Rulture fibroblastii

se znacenymi sfingolipidy
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Lysosomalni enzymopatie v dusledku:

« chybné posttranslacni modifikace lysosomalnich
enzymu (n =2)
polysulfatasovy deficit — chybi enzym, ktery v ER konvertuje v

doméné katalytického aktivniho mista spole¢cného vsem 12
sulfatasam cystein na formylglycin

ML Il - chybny transport enzymii v disledku nefunkéni UDP-
GlcNAc:lysosomalni enzym GIcNAc-1- fosfotransferasy

- destabilisace enzymoveho komplexu (n=1)
galaktosialidosa ( deficit kathepsinu A = multifunkéni enzym s
deamidasovou/esterasovou aktivitou)




Defekt posttranslacéni upravy-
chybné cileni lysosomalnich enzymii do lysosomii
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Mukolipidosa Il — | cell disease

PACIENT OTEC MATKA KONTROLY
B-hexosaminidaza 39872 2 560 3200 1991 £ 120" *
B-galaktosidaza 66,4 73 5,3 34:08
(-manosidaza 18 018 344 181 8171
a-fukosiddza 5120 481 1227 758 + 135
Arylsulfataza A 3978 8,6 194 68+44

Prof.MUDr.M.Elleder,
DrSc. UDMP, 1.LFUK



Multidiscipline approach to diagnosis of LSD
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Prof.MUDr.M.Elleder,
DrSc. UDMP, 1.LFUK



* inhibice biosynthesy substratu — Gaucherova choroba, NPC, MPS llI

* ERT (enzyme replacement therapy): pro formy nemoci nepostihujici
CNS -
jiz vyuzivana pro Fabryho, Gaucherovu, Pompeho chorobu,
MPS |, MPS II, MPS VI, pripravuje se pro NPB, a-mannosidosu a
dalsi

* EET (enzyme enhancement therapy): zvyseni residualni funkce
mutovaného proteinu, vyuziti malych molekul jako
farmakologickych chaperonu u Spatné slozenych nebo
nestabilnich mutant — vyhoda prestupu pres
hematoencefalickou barieru

W L a.b &l

provadét v ranném détstvi, nese znacné riziko

* genova terapie — zatim na arovni bunéénych a zvirecich modeli
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