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Zivocisnd butika — hlavni membrianové organely

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

Cytosol — synthesa proteind,
metabolické drahy (54%)

ER (RER) - synthesa proteint, 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 — tfidéni 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)

Bunéény Procenta z celkového PfibliZny 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 | 200

Spravné — lysosom, lyzosom épatné—»l;%m,)zéom
fecky lyo = uvolnuji, soma = télo

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




Lysosomy

0.05-0.5 pm

ACID HYDROLASES
hucleases
profteases
glycosidases
lipases
phosphatases
sulfatases
phospholipases

PH~S
pH~7.2 H*

|

CYTOSOL ADPIES

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

* hlavni misto katabolismu pfirozené se
vyskytujicich makromolekul

 katabolismus proteinu, glykoproteinu,
lipidd vS§ech typl, nukleotidu

« monomerni komponenty vychazeji z
lysosomu prostiednictvim specifickych
membranovych proteind a jsou
reutilisovany nebo vylouceny z bunky

» lysosomalni enzymy (kyselé
hydrolasy) jsou aktivni pri 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 mechanismi maji dalsi dulezité funkce (transportni,

napfr. mukolipin, NPC1 protein, sekretorni funkce atd. )

Alberts B et al. Zaklady bunécné
biologie, 1998



Synthesa a transport

Transport

lysosomdlnich enzymii z o Gy, s (S .
: , S e =gy,
Golgiho apardtu do [ysosomii e i £
&
* lysosomalni enzymy = glykoproteiny o ! J\,:.a_f’“‘ai@
TS 8 Sireone

synthesa a kotranslaéni glykosylace na

ribosomech drsného ER (glykosylovany Q{zsj\ihﬁj
Cis Golgi .{f\@g@ {%;_E‘)’q

reti culum

dolicholfosfatovy meziprodukt, viz b)

transfer do cis- Golgi, pfripojeni M6P

znacky = ,adresa“ do lysosoml, slouzi

k odliSeni od jinych proteint

b

=T~ s
e Ly chzyme
rozpoznani a vazba na MPR v trans- = ’
- - y W o 4 "‘ { o
Golgi, vznik vacéku (,,puceni) Q(
a = == S
cileni a prenos pomoci transportnich =
klathrinovych vacku, fuze s endosomy/ E;Eb Eg % . \li \
/%
lysosomy i
"_Li:\‘ Lysosomal enzyme Q'D MEP receptor 4 Glucose
B Priosohicrsted \—g‘ Clathrin subunits 8 Ribosomal subunits its
Ez)j > Iysoc»r[jnmlyenzymc @ Mannose [ Polypeptide chain 1
ty Secretary prolein B N-acetylglucosamine B Docking protein
Zdroj: Desnick R.J.,Nature,3(2002)l i © Gancwose < siaic acia



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 N-acetylglukosaminyl-1-fosfát na OH skupinu 6C mannosového zbytku v oligosacharidovém řetězci, 2.krok je fosfodiesterasou odštěpen N-acetylglukosamin 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)





Transport lysosomalnich enzymu z
Golgiho aparatu do lysosomu
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* v cis-Golgi je ve dvou stupnich pripojen M6P marker (adresa do lysosomi):
prenosem N-acetylglukosaminyl-1-fosfatu fosfotranferasou z UDP-N-
acetylglukosaminu na C-6 mannosy a poteé je N-acetylglukosamin odstépen GIcNAc
1-fosfodiester-N-acetylglukosamidasou (fosfodiesterasou)

 fosforylované enzymy se vazi na M6P receptor v trans-Golgi, z kterého ,,puéi*
vacky obalené klathrinem. Mezi riiznymi organelami existuje ,,kyvadlova doprava“
prostiednictvim riizného typu transportnich vacku, kazdy se specifickym nakladem

Alberts B et al. Zaklady bunécné biologie, 1998



Odbourdvini moleRul : drdhy endosomdlniho - bysosomdlniho systému

Autophagy
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Předvádějící
Poznámky prezentace
endosomální-lysosomální aparát – intracelulární trávení molekul
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Poruchy lysosomalniho systemu

OMIM™ - Online Mendelian Inheritance in Man™

Pavodni élenéni - podle chemické povahy ukladaného metabolitu

A. Poruchy postihujici degradaéni funkce lysosomalné-endosomalniho systému spojené
s hromadénim neodbouranych metabolitid ( LSD — lysosomal storage disorders)

.. Lysosomailni poruchy zptisobené v dusledku
1. mutace v genu enzymového proteinu ( sfingolipidosy, glykoproteinosy, mukopolysacharidosy ...)
2. mutace v genu enzymoveho aktivatoru
3. poruchy postranslaéni modifikace enzymoveho proteinu (ML I, PSD)

4. poruchy funkce protektivnich proteint (galaktosialidosa)

[I. Poruchy lysosomalnich

mutace proteinovych transportert a dalSich proteind v lysosomalni membrané (napr ML IV, NPC1,
Salla disease) nebo lokalizovanych Intralysosomalné (NPC2)

B. Poruchy sekretorického lysosomalniho systému (LRO)



Poruchy funkce lysosomalnich hydrolas :
1. Primarni poruchy enzymového proteinu

degradace sfingolipidi a glykoproteind degradace glykosaminoglykand (GAG)

ceramidasa (N-Acyl-sfingoid=Cer) 21. a-L-iduronidasa (DS, HS)
R-glukosylceramidasa (GlcCer) 22. iduronosulfat sulfatasa (DS,HS)

R-galaktosylceramidasa (GalCer) 23. heparan N-sulfatasa (HS)
GPYISUIfGTGSG A (SGGICCP) 24. NAC-G-D-QIUkOSGmlnIdGSG (HS)
NAc-B-glukosaminidasa A (6M2) 25. CoA:a-glukosaminid NAc-transf. (HS)

e - 26. GIcNAc-6-sulfat sulfatasa (HS)
NAc--glukosaminidasa B (6M2,6P) 27. GalNAc-6-sulfat sulfatasa (KS,C6S)

3-galaktosidasa (6M1, OLS, GP KS) 28. GalNAc-4-sulfatsulfatasa (DS)

a-galaktosidasa A ( 6b3Cer) 29. B-glukuronidasa (DS,HS,C45,C65)
sfingomyelinasa (P-cholin-cer) 30. hyaluronidasa (kys. hyaluronova)
10. kysela lipasa (CE, TAG)

11. a-neuraminidasa (GP, gangliosidy)

12. a-N-acetylgalaktosaminidasa (GP,GL)
13. kysela a-1,4-glukosidasa (glykogen)
14. a-Mannosidasa (GP)

15. B-Mannosidasa (GP)

16. a-Fukosidasa (GP, GL)

17. aspartylglukosaminidasa (GP)

18 tripeptidylpeptidasa I - TPP (prot.)
19. palmitoylprotein thioesterasa-PPT
20. cathepsin D

O N OO Wi

30 lysosomalnich enzymu

29 hydrolas+1 transferasa
30 proteinu = 29 genu




Poruchy funkce lysosomalnich hydrolas v
disledku poruchy neenzymového proteinu

2. poruchy proteinovych aktivatord lysosomdlnich hydrolas (n=5)

deficit SAP A
deficit SAP B
deficit SAP C

(deficit SAP D)
deficit aktivatoru hexosaminidasy

3. poruchy posttranslaéni modifikace lysosomalnich enzymu (h =2)

4. destabilisace enzymového komplexu (n=1)




Heart Kidney Gb3Cer

1995 =
DNA diagnostika

Priklad mutace v genu pro AGAL (Fabryho choroba)

1980 = Enzymova analysa

Stanoveni aktivity o-galaktosidasy A

nmol/mg/h

1994 =

Prenatalni
diagnostika

KONTROLY PACIENTI
HETEROIYGOTI

Laboratorni diagnostika lysosomalnich
deédicnych poruch , UDMP 2003



Zakladni pristupy laboratorni diagnosy

* Prikaz neodbouravanych (hromadénych) substratu:
napfr. oligosacharidy, GAG, sfingolipidy v moci -

HPTLC , ELFO apod

V&b ad

« Enzymova analysa : - v suché kapkce krve (screening)
- potvrzeni diagnosy prukazem deficitu aktivity enzymu
v leukocytech periferni krve a dalSich bunkach (kozni
fibroblasty; choriové klky, amniové bunky — prenatalni dg.)

« DNA analysa: potvrzeni vyskytu mutace v genu
prislusné hydrolasy



Sfingolipidy a sfingolipidosy

> pFi¢inou jsou poruchy katabolismu sfingolipidu v dusledku mutaci v
genech specifickych sfingolipidovych hydrolas nebo jejich
proteinovych aktivatoru

» nasledkem je lysosomalni hromadéni nedegradovanych sfingolipidd,
které muze byt tkariové specifické

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

> klinické projevy jsou u jednotlivych chorob velmi rizné, ¢asté postizeni
CNS, visceralnich organu, patrné kozni, o¢ni zmény, regres vyvoje,
psychomotoricka retadace u déti a rychly progres nemoci koncici smrti

» kausalni IéCba rekombinantnim enzymem existuje u Fabryho a
Gaucherovy choroby a nékterych dalSich.




Sfingolipidy a sfingolipidosy
Co jsou sfingolipidy?

Lipidy obsahujici sfingoidni base neboli ,, sfingosiny®, viceuhlikaté alifatické
aminoalkoholy odvozené od sfinganinu (D-erythro-2-amino-1,3-oktadekandiol) )

Glukosylceramid GlcCer
OH
HO ' |0|.I 0 mastna kyselina
. o CH, S
0 C
0 O‘CH HC'NH
,0 HO Ho : \CH 4-sfingenin
05 HO A/
| HO™ e
Laktosylceramid
LacCer

Jsou to komplexni molekuly obsahujici lipofilni ceramidovou c¢ast a
hydrofilni cukernou (nhebo fosfocholinovou) ¢ast



GLYKOSFINGOLIPIDY (GSL): glykokonjugaty obsahujici jednu nebo vice
monosacharidovych jednotek vazanych glykosidovou vazbou na hydrofobni,
lipidni ¢ast (na O-1 sfingoidu nebo ceramidu )

SACHARIDOVA CAST: obsahuje razny poéet monosacharidovych
jednotek (zaklad 1-4 jednotek), u Zivo€ichu pfedevsim D-glukosu,D-
galaktosu, L-fukosu, D-N-acetylgalaktosamin a D-N-acetylglukosamin
(neutralni GSL), které mohou byt sulfatovany nebo sialovany (kyselé GSL).
Rozdéluji se proto skupinové na neutralni (mono-, di-, tri-, tetra- ....
glykosylceramidy) a kyselé (gangliosidy a sulfatidy)

FUNKCE SFINGOLIPIDU:

- fsou vyznamnymi komponentami eukaryotni plasmatické
membrdny, fsou pritomny i ve vnitrobunécnych membrdndch

- maji dileZité funkce strukturni a integracni, ale také
signalisacni, receptorove, pri vzdjemném rozpozndvini bunék aj.



LYSOSOMALNI DEGRADACE VYBRANYCH SFINGOLIPIDU

I;I&uhc — e e e ¢
Gal-fi{1-3)-GalNAc-Gal-Glc-Car Gal-fi{ 1-3)GalNAc-Gal-Glc-Cer
GM1 GA1

GalNAc-«(1-3)GalNAc-Gal-Gal-Gic-Cer
Forssman lipid (not in humans)

GM1-fi-galaciosidase Tl -
GM2-Activator. Sap-B GM1-Gangliosidosis | GM1-jl-palactosidasa a-N-Acetyl-

GM1-Gangliossdos$
galactosaminidase

NewAc GaiNAc-(1-4)-Gal-Glc-Cer GalNAC-fi(1-3)-Gal-Gal-Glc-Cer
GalMac-i(1-4)-Gal-Gle-Cer GA2 Globoside
GM2

p-Hexos

[i-Hexosaminidase A B
aminidase A.B

GM2-Activatar o

Tay-Sachs, Sand
AB variani

[-Hexossammidase A
GMZ-Activalor

Gal-a(1-4)-Gal-Gic-Cer
Globotriaosylceramide

Fabry

u-Galaciosdase A
Sap-B

Galll-:ﬁ 1'-4]-i'3-.l=-(.3er
actosylceramide |

Sialidosis

Sialidase
Sap-B

| @(2.3)NeuAc-Gal-}i{ 1 -4)-Gle-Cer

GalCer-{l-galaciosidase
GM1-[l-galactosdase
Sap-B and Sap-C

Gal-it(1-4)-Gal-Cer
Glc-p{1-1)-Cer Digalactosylceramide
Glucosylceramide

i-Galactosidase A
Sap-B

Gal-f}{1-1)-Cer

[y o Sphingomyelinasa S g
' Sphingomyelin T— T Qbf/ Galactosylceramide
] MetgChromatic | Arylsul‘atase A
leu trophy | Sag-B
H. Schulze et al.Biochim Biophys Acta. L Sphi_n_g_:_:_sin_a_‘ "0,5-3-Gal-Cer

2009, 1793(4):674-83. Sulfatide



Defekty sfingolipidovych hydrolas (a kyselé lipasy) podminéné

primarni poruchou enzymového proteinu

enzymy Stépici pievazné lipidy substrat
(lipidosy n=10)
s Ceramidasa (Farber) ceramid
 sfingomyelinasa (Niemann-Pick typ A/B) sfingomyelin
e glukosylceramid B-glukosidasa (Gaucher) glukosylceramid
« galaktosylceramid B-galaktosidasa (Krabbe) galaktosylceramid
o arylsulfatasa A (MLD, sulfatidosa,) sulfatid
» a-galaktosidasa A(Fabry) Gh,Cer, Ga,Cer,
krevni.sk.B
« GM1-B-galaktosidasa (GM1 gangliosidosa) GM1 gangliosid,
* B-hexosaminidasa (GM2 gangliosidosa)
defekt retézce podjednotky A (Tay-Sachs) GM2 gangliosid

defekt retézce podjednotky B (Sandhoff) “
* kysela lipasa (VWolmanova nemoc, CESD) estery cholesterolu



Priklady poruch funkci sfingolipidovych hydrolas:

GM1 gangliosidosa : B— galaktosidasa

-Substraty GM1 gangliosid, asialoderivat, laktosylceramid, oligosacharidy
- Hromadéni GM1v neuronech, oligosacharidy v visceralnich organech,
exkrece oligosacharidii v moci

- Postizeni CNS, regres vyvoje

v leukocytech, fibroblastech, CVS, amniocytech, DNA analysa

Diagnostika: oligosacharidy v moci, potvrzeni priukazem deficitu aktivity

ORCINOL 1 RESORCINOL

GM1 gangliosidosa:
priklad HPTLC
oligosacharidu

vV mogci
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Aktivity B-galaktosidasy u pacientu s GM1 gangliosidosou
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GM2 gangliosidosa :

deficit B-hexosaminidasy, B-N-acetylgalactosaminidasy

(syst.name S-N-acetyl-D-galactosaminide N-acetylgalactosaminohydrolase,EC 3.2.1.53)

Dva isoenzymy: HEX A (polypeptid af’ - termolabilni) HEX B (polypeptid (33)
» Tay-Sachsova choroba — defekt a —podjednotky (HEXA 15022>Q25)
deficit HEX A
« Sandhoffova choroba — defekt 3-podjednotky ( HEXB 5q13 ) deficit HEX A I B
» Defekt GM2 aktivatoru (GM2A 5q32-33)
» .pseudodeficit” hex A — zdravi jedinci s bodovou mutaci, funkénost enzymu vU i

pfirozenému substratu zachovana zachovana

« Klinicke fenotypy : infantilni — progresivni neurodegenerativni onemocnénti;
subakutni a chronické formy s pozdnéjSim nastupem,

Substraty GM2 gangliosid (asialo a deacylované formy),
u Sandhoffovy choroby téz globosid ( visceralni organy) , OLS a GAG



Předvádějící
Poznámky prezentace
Opraveno květen 2011


~1G. 92-9 The B-hexosamin-
dase gene system. Three polypep-
ides, each encoded by a different
ene, are needed for the degrada-
ion of ganglioside G,,,: the a and
 subunits of the Hex A isoenzyme
nd the Gy, activator protein,
hich binds the ganglioside and
resents it to the enzyme.

GalNAcO1 + 4Gall —— 4Glcfl — 1'Cer

3 FIG. 92-1 Structure of gan-
(; glioside G,,;. The arrow indicates
the bond to be cleaved by hexos-
NeuNAc aminidase A.
Gene HEXA HEXB GM2ZA
Chr 15q23-24 Chr 5q13 Chr 5q32-33
. ndhoff .
Polypeptide o Sand Activator
- \
oo op Bp
Hex S Hex A Hex B
Substrates
Physiologic Glycosaminoglycans? Glycoproteins Glycoproteins
Oligosaccharides Oligosaccharides
Glycosaminoglycans Glycosaminoglycans
Glycolipids Glycolipids
Ganglioside Gpy2| —— complex formation
Synthetic 6-sulfated Neutral Neutral o .ieret al. The metabolic basis
6-sulfated of inherited disease, 2001



Fabryho choroba: nedostatek aktivity a-galaktosidasy A

(syst.nazev: a-D-galactoside galactohydrolase, EC 3.2.1.22)

* Gen (GLA) na chromosomu Xq22 (X-vazany prenos)

e Substraty: globotriaosylceramid, digalaktosylceramid (galabiosylceramid),

glykolipidy krevni skupiny B, patfi k nej¢astéjSim sfingolipidosam spolu s Gaucherovou

nemoci, incidence 1: 40 000.

« Hromadéni v myokardu, cévach (endotel), ledvinach, lymfatickych uzlinach, plicich aj.,

exkrece v modci

nmol/mg/h

40 |
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Klinické znaky: onemocnéni srdce a ledvin, zakal rohovky, angiokeratomy,
akroparesthesie,

Nemoc ma pouze adultni formu (jako jedina z lysosomalnich enzymopathii)
Terapie: 2 rekombinantni a-galaktosidasy

A.Typicky véjifovity zakal rohovky B. Angiokeratomy na kuZi

Schiffmann R. wwww.thelancet.com Vol 366 Movember 19, 2005

Deposita lipidu (Gb3Cer)
davajici v polarizovanem
svétle fenomen
,maltézskych kriza“ v
lysosomech u Fabryho

choroby
(srdecni sval — fixovana
tkan)

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




Gaucherova nemoc: nedostatek aktivity B-glukocerebrosidasy

(syst.nazev D-glucosyl-N-acylsphingosine B—glucohydrolase, EC 3.2.1.45)

* gen (GBA) na chromosomu 1 (q21); mnozstvi mutaci, nékteré prevalentni (ASkenazim
Zidé, svédska Norrbottnian populace)

» substrat glukosylceramid a jeho lysoderivat (glukosylsfingosin)

 hromadéni v burikach makrofagového puvodu - Gaucherovy bunky (slezina, jatra, plice)

 klinické znaky: neurodegenerace, trombocytopenie, hepatosplenomegalie, kostni
zmeény

« tfi klinické varianty: chronicky visceralni-typ 1, akutni neuronopathicky-typ 2 (tézka
forma), neuronopathicky- typ 3

* Incidence: 1:7000-10000, nejcastéjsi sfingolipidosa

o Terapie : - enzymova modifikovanym rekombinantnim enzymem, ale prakticky zadny

enzym se nedostava do Gaucherovych bunék (zménénych makrofagti)
- inhibitory biosynthesy glykolipidu

* B-glukocerebrosidasa neni prendsena M6P cestou, ale prostrednictvim selektivni vazby
a transportu s LIMP 2 proteinem. Vazba je zavisla na pH, proteiny jsou asociovany v
ER a transportovany do lysosomu, kde v kyselém pH disociuji.




Priklad HPTLC

glykolipidu tkani
Priklad obvykle Piiklad Gaucherovy buiiky |
vakuolizace u LSD
mcunler-fuamy rerie GlcCer| Wi -
— .k
Gaucher ; "
cell
LacCer A
Gb,Cer
Gb,Cer it
oybologd vardards of hrsosmal slorage i ;
Prof.M.Elleder,DrSc, UDMP St CS PS PS

Detection: orcinol

CS= control spleen, PS =GD patient
spleen St= Standards of glycolipids


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


Metachromaticka leukodystrofie, sulfatidosa: deficit aktivity

arylsulfatasy A (ASA, cerebrosid sulfat sulfatasa)

(syst.nazev: cerebroside-3-sulfate 3-sulfohydrolase, EC 3.2.1.22)

Gen: ARSA na chromosomu 22913 (507 aminokyselin, 3 glykosylacni mista)
Zjisténo nékolik prevalentnich mutaci

Substrat: sulfatid (galaktosylceramid 3-sulfat, cerebrosid-3-sulfat)
 Hromadi se v mozku (demyelinisace), ledvinach, ZluCniku, jatrech, exkrece v moci
* Klinické znaky: postizeni PNS,CNS, tfi varianty podle zaCatku onemocnéni

» Diagnostika: analysa sulfatidi v moci (také histochemicky prikaz metachromasie)
stanoveni aktivity ASA v leukocytech aj. burfikach

Je nutné vylouceni tzv. pseudodeficitu (DNA analysa, sulfatidy v moci)
 Cilena terapie neexistuje, pokusy s BMT nepf¥ili§ uspésnée,

*DNA analysa: nezbytna predevsim pfi zjiStovani pseudodeficitni alely




Sulphatiduria

in ASA deficiency (MLD)

Birefringence after staining

with Cresyl violet (dichroism)
and without it

Priklad HPTLC sulfatidii v mo¢€i u pacientu (P) se sulfatidosou

(C1,2=kontroly)
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Pseudodeficit ASA

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

SniZzena aktivita enzymu v klinicky zdravych jedincu:
kromé ASA existuje i u mutaci dalSich lysosomalnich hydrolas

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

e inVivo:
- zvySend degradace enzymu v bunkach (Tay-Sachs, MPS VII)
- snizena produkce mRNA (MLD)

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

Zjisténi pseudodeficitu ma zasadni vyznam pro prenatalni diagnosu !


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


2. Proteinové aktivatory sfingolipidovych

hydrolas a jejich poruchy

. - malé neenzymove proteiny (do ~20kDa):
1) , kddovan na 5 chromosomu 5q32-33
2) ( Sfingolipid Activator Proteins)
. , kbdovan na chromosomu 10 g21-23

- je intracelularne transportovan via M6P receptor, sortilin, sekretovan a re-
endocytovan vazbou na M6P nebo mannosovy receptor, nebo LRP

- jednotlivé na urovni pozdnich
endosomu/lysosomu

- maji vysokou homologii, ptusobi ale odliSné a s riznou specifitou

- prosaposin ma také neurotrofni aj. dulezité funkce



Modely funkce proteinovych aktivatoru sfingolipidovych hydrolas

GM2AP

\ Hax A recognition site

.

53-L163

C‘avity _—l-".

Open

Hex A

conformation Closed \*

canformation

ok 2 - T .-‘.-'."I...l'.

Enzymatic
degradation

iagaf 0 8
ey

}' ;\' AL
Wi Hil

intratysosomal
Vesicle

Lysosome

lysosomal
Membrane

Glycocalix

GlecCer
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Předvádějící
Poznámky prezentace
GM2 akt. Má hydrofobní kavitu kde se váže ceramidová část.jedna z povrchových smyček obsahuje vazebné místo pro substrát(V153-L163). V otevřené konformaci se aktivátor váže k membráně pomocí hydrofobní smyčky a penetruje do hydrofobního povrchu membrány. Rozpoznávací místo pro lipid interaguje  e substrátem a jeho ceramidová část se posune do hydrofobní kavity.Lipidem loadovaný aktivátor změní konformaci na uzavřenou čímž se stane více ve vodě rozpustný a opustí membránu. V roztoku nebo u membrány prezentuje GM2 nebo GM1 gangliosid ve vodě rozpustným hydrolasam.


Deficit prosaposinu je tézka komplexni sfingolipidosa
s pfiznaky od narozeni, zatim popsano na svété 6 pfipadu (2 slovenské):

Uplna absence prosaposinu a saposina A,B,C,D vede k masivnimu ukladani
nasledujicich jednoduchych sfingolipidu v tkanich: ceramidu,
GlcCer, GalCer, LacCer,Gb3Cer, Ga2Cer,sulfatidu a GM3, jejich
deacylovanych a desialylovanych forem

Deficity jednotlivych aktivatord (6M2, SAP B, SAP C,SAP A)
pripominaji fenotypicky odpovidajici enzymovy deficit (GM2 gangliosidosa,
MLD/Fabry, Gaucher)

GM1-GANGLIOSIDOSIS ?
SULPHATIDOSIS KRABBE DISEASE

" |lactosylceramide

1 | PROSAPOSIN
/| _DEFICIENCY

GAUCHER DISEASE FARBER DISEASE
SPHINGOLIPIDOSIS MULTIPLEX




Laboratorni diagnosa:
- dukaz ukladanych lipida (histologicka, ultrastrukturalni,
biochemicka analysa tkani), analysa sfingolipidi v moci,

- stanoveni aktivit prislusnych hydrolas v reakci bez detergentd,

- imunohistochemicky dukaz nepritomnosti saposind,
- dynamické funkéni testy v bunééné kulture,
- ZjiSténi mutace v genu pro prosaposin

Priklad:

PSAP-d :deficit prosaposinu -
neodbouravané sfingolipidy ve
fibroblastech

Norl,2 — controls, St - standardy

Cer

OHCer

Ceramides Neutral glycosphingolipids
- -
- GlcCer
i s | LacCer
—_
- - | Gb3Cer
- Gb4Cer
GM3
PSAP-d  Nor1l Nor 2 St St Nor PSAP-d

UDMP 1.LF UK



Procentudlni zastoupeni hlavnich sfingolipidd v mo¢i
ESI-MS/MS analysis (L Kuchar, et al. 2009, Am J Med Genet Part A 149A:613-621)

100% -
Priklad: Analysa 90% -
sfingolipidi v mo¢i 80% |
u sfingolipidos o -
s poruchou o
OdbOUf'C,(Véni Gb3Cer a < sphingomyelin
sulfatidl - vyznamny %%
prispévek k diagnose 40% 1 |
30% ——GlcCer ceramide
20% | —bHe
10% - —— Gb3Cer
— sulfatide

inf. cont. adult cont.

DEFICIT PROSAPOSINU:

Priklad masivniho ukladani
27 heterogenniho materialu v koznich
kapilarach

FIG. 2. Skin biopsy from patient 1 (pSap-d). Arrows mark clusters of
heterogeneous lysosomal storage material containing bright
(electron-lucent) vesicles in an endothelial cell (capillary vessel,
upper half) and a perivascular cell (bottom left hand corner). Bar

at bottom, 3 pum. ,
Prof M.Elleder, UDMP 1.LF UK



Glykoproteiny a glykoproteinosy

» glykoproteiny jsou hojné zastoupeny na bunécnych membranach
» maji dulezité funkce — strukturni, signalisacni, rozpoznavaci a;.

* jejich oligosacharidoveé struktury jsou postupné odbouravany v
lysosomech skupinou exoglykosidas a endoglykosidas

 poruchy degradace vedou k hromadéni neodbouranych substratu v
lysosomech (glykopeptidy, modifikované oligosacharidy, nekdy
glykolipidy) a k zavaznému metabolickému onemocnéni s variabilnim
fenotypem (regres vyvoje, postizeni CNS, dysmorficke rysy, nékdy
poruchy sluchu, kozni nalezy aj.)

» modifikované oligosacharidové struktury jsou vylu€ovany v mogi

Laboratorni diagnostika: Morfologicky - inkluse v krevnich elementech
Biochemicky — oligosacharidy v mog¢i, deficit enzymové aktivity v
bunkach (napr leukocyty), DNA analysa




Piiklady Ratabolismu glyRoRonjugdtii :glykoproteiny

N-glykany

7

PGal N\ Lrngser] O-glvk
Probihaji dvé skupiny reakci z opacnych konci 2”*‘“" glykany
degradacni cesty a jsou Cislovdny podle svého poradi'v

fomto procesu:

Reakce 1-6: odstépovdni jednotek od neredukyjiciho Sia: Sialic acid ;

konce retezce exoglykosidasami. (1) a-neuraminidasa ﬁ?@i"’;ﬁmﬁ glucosamine
(sialidasa), vyzadyjici kathepsin A, (2) B-galaktosidasa aMan: a-linked mannose

vyZadyjici kathepsin A, (3) B-hexosaminidasa, (4) a- E?ﬁ s e
mannosidasa; (5) a(l1-6)mannosidasa, (6) B-mannosidasa; BGaiNAc: f-linked N-Acetyl galactosamine
(7) a-N-acetylgalactosaminidasa Asn: Asparagin

Thr/Ser: Threonine or Serine
Reakce A-C: postupné odbourdvdni od redukyjficiho
konce endoglykosidasami. (A) a-fukosidasa, (B)

: . : ; Zdroj: Saftig P., Lysosomes, Springer
g/ykosy/asparag/nasa, ( C') chitobiasa Science+Business Media Inc.,N.Y. 2005



Předvádějící
Poznámky prezentace




Glykoproteinosy

Nemoc / Pri¢ina Hromadéni Hromadéni
glykoproteina | glykolipid
o-mannosidosa / enzym hlavni ne
f—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 llI(lll) /postranslacni | vSeobecny VSeobecny
modifikace — transport enzymu | defekt defekt




Priklady:

Glykoproteinosy - HPTLC oligosacharidi v moéi

ORCINOL RESORCINOL

Sial = sialidosa
GM1=GML1 gangliosidosa
Fuc = fukosidosa

—— .- * "-’— w .

m— — = Sch=Schindlerova choroba

' P1,P2=pacient s podezienim
v - na Sch
e L ’f"'hl": u 1 i

. : . W‘ KO= kontrolni vzorek

KO Sial P1 GM1 P2 Fuc KO Sial P2

. NANA-= standard kys.sialové
1 13 TR -

-
Sch P1 NANA KO

o-mannosidosa: vakuoly v lymfatické tkani tonsil

- S R ] B S 3 2 S e i e




Glykosaminoglykany (GAG) a mukopolysacharidosy (MPS)

»GAG jsou nejcetnéjsi polysacharidové struktury kovalentné vazané na
protein, s dlouhymi strukturami obsahujicimi disacharidoveé jednotky; zajistu;i
vysokou viskositu a rigiditu

> tvofi dulezitou integralni soucast bunéénych membran, extracelularni matrix
i nekterych intracelularnich struktur

Dulezité glykosaminoglykany (GAG)
GAG lokalizace
Hyaluronat Synovialni tekutina, sklivec, pojivova tkan

Chondroitin sulfat | Chrupavka, kosti, srde¢ni chlopné

Heparan sulfat Bazalni membrany, komponenty
bunécnych povrchu

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

Dermatan sulfat Klze, cévy, srdecni chlopné

Keratan sulfat Rohovka, kosti, chrupavky




Mukopolysacharidosy (MPS)

» MPS = dédi¢né poruchy katabolismu glykosaminoglykant (GAG) v dusledku
mutaci v genech kddujicich 10 riznych hydrolas (exoglykosidasy, sulfatasy) a 1
transferasu a jsou pfi¢inou 6 rdznych skupin onemocnéni

» dusledkem je lysosomalni hromadéni GAG ve vSech typech bunék (hlavné buriky
mesenchymu, ale i epitelialni a neuronalni)

»>typické kostni a kloubni zmény s poruchou rastu, kraniofacialni dysmorfie, regres
psychomotorického vyvoje, hepatosplenomegalie, kardiomyopatie, zakal rohovek,
poruchy sluchu

» fragmenty GAG jsou vyluCovany v mocCi pacientu

Laboratorni diagnostika: Morfologicky - inkluse v krevnich elementech,
Biochemicky - deficit enzymové aktivity v bunkach (leukocyty)
Prukaz vyluCovani GAG v moci - ELFO

DNA analysa




Priklady katabolismu glyRoRonjugdti:

HEPARAN SULFAT

aldu: o-Iduronic acid

aGlcN: a-linked Glucosamine

pGlu: B-linked Glucuronic acid
aGleNAC: a-linked N-Acetylglucosamine

Zicastnéné hydrolasy (a jedna transferasa): (1) iduronat-
sulfatasa (2) a-iduronidasa, (3) heparan sulfatasa; (4) Acety/-
CoA transferasa; (5) a-N-acetylglukosaminidasa, (6) glucurondt

sulfatasa, (7) B-glukuronidasa; (8) N-acetyglukosamin-6-
sulfatasa

Saftig P., Lysosomes,
Springer Science+Business
Media Inc.,N.Y. 2005



MPS: primarni defekt a hromadéené GAG

Nemoc Enzymovy deficit Hromadéné GAG
MPS | (Hurler,Schie) a-iduronidasa DS,HS
MPS Il (Hunter) Iduronat-sulfatasa DS, HS
MPS 1l A (Sanfillippo A) Heparan sulfamidasa HS
MPS 1l B (Sanfillippo B) o—N-acetalglukosaminidasa
MPS 1l C (Sanfillippo C) AcCoA : a—glukosaminid
N-acetyltransferasa
MPS IIl D (Sanfillippo D) N-acetylglukosamin-6-sulfat
sulfatasa
MPS IV A (Morquio A) Galaktosa—6—sulfatasa KS
MPS IV B (Morquio B) B — galaktosidasa ale GM1 gangliosid se
normalné odbourava
MPS VI (Maroteaux-Lamy) Arylsulfatasa B DS
MPS VII B-glukuronidasa HS,DS,CS




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

Priklad:

MPS Il: Hunterova
choroba

Deficit aktivity alfa-
iduronosulfat sulfatasy

Dédicnost je vazana na
X-chromosom

ELFO glykosaminoglykani modi:

Exkrece dermatan sulfatu (DS1 a
DS2 u MPS | a Il and heparan
sulfatu (HS) v moci pacientu s
MPS IlI

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

CS
DS2

HS

DS1

c=» Ee===)

KOKO Il KO I 1 m |

KO=kontrola
CS=chondroitin sulfat



DalSi lysosomalni enzymopatie:

Glykogenosy — Pompeho choroba

» porucha degradace glykogenu

 deficit lysosomalni a- glukosidasy

* klinické znaky: myopathie, kardiomyopathie, CNS nepostizen, rizné formy nemoci
» diagnosa: enzymova analysa v leukocytech (inhibice akarbosou) aj. bunkach

» existuje enzymova terapie

Deficit aktivity kyselé lipazy (Cholesterol ester storage disease, CESD)

» ubikviterni enzym hydrolysujici estery cholesterolu a TAG

* hlavni znamy zdroj substratu: endocytosa lipoproteint

» postizeny jsou tkané s konstitucionalné vysokou endocytosou LDL
(hepatocyty, steroidogenni tkane), castecné histiocyty (oxidované lipoproteiny)

Laboratorni nalezy v krevni plasmé:

zvyseni celkového sérového cholesterolu :8.0 + 0.2 mmol/I (kontroly 3.83 — 5.80 mmol/l)

sniZeni cholesterolu v tiidé HDL: 0.69 = 0.2 SD mmol/l (kontroly 1.1. — 1.60 mmol/I)
zvyseni koncentrace apo B: 2.15 + 0.5 SD ¢/l (kontroly 0.3 - 0.63 g/l)




DalSi lysosomalni poruchy zpusobené:

3. chybnou posttranslacni modifikaci lysosomalnich
enzymu (n =2):
polysulfatasovy deficit — chybi enzym, ktery v ER konvertuje v

domeéneé katalytického aktivhiho mista spole¢ného vsem 12
sulfatasam cystein na formylglycin

mukolipidosa typu Il (ML II') — chybny transport enzymu v
disledku nefunkéni UDP- GIcNAc:lysosomalni enzym GIcNAc-1-
fosfotransferasy v cis-Golgi

4. destabilisaci enzymového komplexu (n=1)
galaktosialidosa (deficit kathepsinu A = multiftunkéni enzym s
deamidasovou/esterasovou aktivitou)




ML Il - defekt posttranslacni upravy-
chybné cileni lysosomalnich enzymu do lysosomii
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Poruchy lysosomalnich proteinu s
nekatalytickou funkci:

mutace proteinovych transportérut v
lysosomalni membraneée

a dalsich méneé definovanych neenzymovych
proteinu lysosomalnich a Golgiho membran
se stradanim heterogenni skupiny latek:
MLIV; NPC1-2; NCL 3,5,6,8

 Priklad: NPC1, NPC2 proteiny




Predpokladany model
vystupu LDL/VLDL-
cholesterolu z lysosomu

A) Struktura NPC2
navazaného na cholesterol

B) Struktura NPC1 (NTD)
navazaného na cholesterol

C) NavrZzenadraha transferu
cholesterolu z LDL/BVLDL
na NPC2 a NPC1 proteiny a
na membranu

D) Sekvence AMK 247-266
ktera vaze N-terminalni
doménu NPC1 k prvni
transmembranové doméneé
obsahujici 8 prolinovych
zbytk(. Tato doména je u
obratlovcili znacné
konzervovana.

Kwon HJ,Goldstein JL,Brown MS, Cell 137,1213-24 (2009)

A

NPC2

B

NPC1(NTD)




e inhibice biosynthesy substratu — Gaucherova choroba, NPC, MPS Il

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

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

a0 4 L a.b &l

provadét v ranném deétstvi, nese znacné riziko

e genova terapie — zatim na urovni experimentalni



S

EET: stabilizace enzymového proteinu ucinkem farmakologickych chaperon

A

Golgi
apparatus /

Cytoplasm

©

Normal a-Galactosidase A

Degraded
glycosphingolipid

/ Folding and

assembly

Misfolding and
misassembly (&)

_MEtant a-Galactosidase A

- %—Molecu ar chaperones
)—Chemlcal chaperones

Proteasomal
degradation

Cytoplasm

From Frustaci A. et al., N Engl J Med. 2001, 345(1):25-32.


Předvádějící
Poznámky prezentace
Normální proces:nově syntetizovaná alfa-GALA je přesunuta do ERkde molekulární chaperony napomáhají správnému složení a dimerizaci.Chaperony potom disociují od upraveného proteinu, který se přesouvá do Golgi a lysosomů.Enzym je v kyselém prostředí stabilní a aktivní.
Zpracování mutovaného enzymu: značná část mutací způsobí špatně složený, neasemblovaný nebo agregovaný protein a je v ER určen k degradaci v ubuqiutin-proteasomové dráze. Určité mutace mají ale jen sníženou stabilitu  enzymu při zachování funkčního katalytického místa. Tyto mutované formy mohou být stabilizovány chemickými chaperony, např.galaktosou, které se váží na aktivní místo enzymu, napomáhají složení a stabilizují mutovaný protein. Enzym se tak dostane správně do lysosomů, kde přebytek substrátu nahradí chemický chaperon a je enzymem normálně odbouráván.
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