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Abstract

Fabry disease is an inherited defect of lysosomal a-galactosidase A (a-GALA), causing
progressive accumulation of glycosphingolipids with terminal a-galactosyl moieties, especially
globotriaosylceramide (Gb;Cer) and in to a small extent also galabiosylceramide (Ga,Cer) and
blood group B glycolipids, in most tissues and body fluids.
This diploma thesis is an extension of previous laboratory studies and intends to contribute to
clarification of some specific features of catabolic pathways of glycolipids substrates in
lysosomal storage disorders, especially blood group B glycolipids. Therefore, analysis of
human pancreas and lungs tissues was performed using TLC imunodetection and
immunohistochemical analysis of these glycolipids. The most striking observation was massive
accumulation of B-6-2 glycolipid and of others complex B-glycolipids in the pancreas of the
patient with Fabry disease with blood group B. The level of blood group B substrates exceeded
significantly storage of Gbs;Cer substrate.
An important part of this work were metabolic experiments in cell cultures in order to answer
the question about participation of related glycosidases — o-galactosidase A and a-N-
acetylgalactosaminidase (o« -NAGA) in the lysosomal degradation of glycosphingolipids with
terminal a-galactose.
Loading experiments were performed using labeled [’H]B-6-2 glycolipid in the cultures of skin
fibroblasts of patients with a-GALA, a-NAGA deficiencies, with prosaposin and saposin B
deficiencies. In the cells with deficient activity of a-GALA, block in the first stage of
degradation of the substrate B-6-2 glycolipid (cleavage of terminal a-galactose), was not
found. This result may suggest the participation of a-NAGA in the cleavage of natural
substrates of a-GALA. Similarly, when activities of a-GALA and a-NAGA were measured in
vitro with fluorogenic substrate, residual activity was observed. This activity was inhibited
using N-acetylgalactosamine and is attributable to a-NAGA.
In the cells with the deficiency of prosaposin, first steps of B-6-2 glycolipid degradation were
normal. Expected blocks in the degradation pathway were observed at the level of
oligosaccharide chain with four and two sugars containing (f1—4) galactose.
Finally, a preparation procedure of non-radioactively labeled GbsCer (C19:0 GbsCer) was
designed using commercial SCDase. This compound would replace radioisotope-labeled
substrate [*’H]Gb4Cer in future metabolic studies.

(In Czech)



Abstrakt

Fabryho choroba je dédi¢ny defekt lysosomalni a-galaktosidasy A (a-GALA), ktery zpisobuje
postupné ukladani glykosfingolipidl s termindlni a-galaktosou, zejména globotriosylceramidu
(GbsCer) a v mensi mife také galabiosylceramidu (Ga,Cer) a glykolipidi krevni skupiny B
v mnoha tkénich a télnich tekutinach.

Tato diplomova prace navazuje na predchozi studie laboratofe a jejim zamérem je prispet
k objasnéni nékterych specifit katabolické drahy glykolipidovych substrati u dédi¢nych
lysosomalnich poruch, ptedevsim glykolipidi krevni skupiny B. Byla proto provedena TLC
imunodetekéni analyza a imunohistochemicka analyza téchto glykolipidd v lidském pankreatu
a plicni tkani. Pozoruhodnym nélezem v pankreatu pacienta s FD a krevni skupinou B bylo
masivni ukladani B-6-2 glykolipidu a dalSich slozitych B-glykolipidi oproti klasickému
substratu GbsCer.

Ditlezitou soucasti této prace byla i pfiprava a provedeni metabolickych experimentd
v bunéénych kulturach, které by pomohly zodpovédét otdzku spolutcasti piibuzné glykosidasy
— a-N-acetylgalaktosaminidasy (a-NAGA) pii lysosomalni degradaci glykosfingolipidi
s terminalni a-galaktosou. Byly provedeny zat&Zové experimenty pomoci znaéeného ["H]B-6-2
glykolipidu v kulturach koZnich fibroblastli pacienti s deficitem o-GALA, s deficitem a-
NAGA, s prosaposinovym deficitem a deficitem saposinu B. V buiikéach s deficitem a-GALA
nebyl zjistén blok v prvém stupni degradace substratu B-6-2 glykolipidu, kdy je odstépovana
termindlni a-galaktosa. Tento vysledek muize nasvédCovat ucasti a-NAGA na Stépeni
prirozenych substrati o-GALA. K obdobnému zjisténi vedlo stanoveni aktivit a-GALA a a-
NAGA in vitro s fluorogennim substratem, kdy byla v buinkdch FD pacientl prokazana
reziduélni aktivita vii¢i fluorogennimu a-galaktosidu inhibovatelna N-acetylgalaktosaminem.

V buiikach s deficitem prosaposinu probihala pocatecni degradace B-6-2 glykolipidu normalné
a blok v odbourdvani sacharidového tetézce byl dle ocekavani pozorovan az na urovni
glykolipidu se ¢tyfmi a dvéma cukry s vazbou (B1—4) galaktosy.

Zaverem prace byl navrzen postup piipravy GbsCer s neradioaktivni znackou (C19:0 Gb4Cer)
pomoci komer¢ni SCDasy, ktery by v dal$ich metabolickych studiich nahradil substrat znaceny

radioisotopem.
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1. Teoreticky uvod

1.1. Historie

Za objevitele glykosfingolipidii (GSL) je obecné povazovan Johan L. W. Thudichum, ktery
v roce 1884 ve své publikaci s nazvem “A Treatise on the Chemical Constitution of the Brain”
identifikoval a charakterizoval nckteré chemické slouceniny obsazené v mozku, vcetné
sfingomyelinu a sfingosinu. Dnes jsou glykosfingolipidy a jejich derivaty predmétem
intenzivniho studia zaméfeného na objasnéni jejich role ve strukturalni integrit¢ bunécné
membrany, v signalizacnich kaskddadch a zejména na jejich zapojeni pii patologickych

procesech, které jsou pficinou zdvaznych onemocnéni [1].

1.2. Uloha a funkce GSL

Glykosfingolipidy jsou pfitomny u vSech obratlovct, rostlin a hub, n¢kterych prokaryotickych
organismi a vird, jako soucdst bunéénych membran, lipoproteinli a jinych vyznamnych
biologickych struktur. Jsou lokalizovany pfevazné ve vnéjs$i vrstvé plasmatické membrany
savcich bun¢k, kde plni pfedevsim strukturni funkci. Jejich slozeni je specifické pro jednotlivé
organismy a jejich bunééné typy. Ptitomnost glykolipidi ve fosfolipidové dvojvrstvé dodava
membrané pevnost a svymi sacharidovymi strukturami orientovanymi vné bunky
zprostiedkovavaji interakce s exogennimi ligandy. Komplexni glykosfingolipidy slouzi jako
adhezni molekuly pro proteiny sousednich bunék, bakterii a virii. Ceramid a sfingoidni baze a
jejich metabolity slouzi jako medidtory intracelularni i extracelularni signalizace.

Jejich chemické vlastnosti jsou vhodné pro vytvaieni specializovanych mikrodomén plnicich
vhodné biologické ucely (caveoly a membranové rafty, coz je predstava rigidnich domén GSL

a cholesterolu v tekutéjSim prostiedi fosfolipida a cholesterolu) [2].

1.3. Struktura a nazvoslovi glykosfingolipidu

Glykosfingolipidy jsou sacharidové derivaty ceramidu nebo sfingoidl, kde jsou sacharidy

vazéany glykosidovou vazbou k O-1 sfingoidu. Sfingoidy, nebo-li sfingoidni baze, jsou dlouhé
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alifatické aminoalkoholy, oznacujici skupinové nazvy pro sfinganin (D-erythro-2-
aminooktadekan-1,3-diol) a jeho homology, stereoisomery, hydroxy- a nenasycené derivaty.
Nejbéznéjsi sfingoidni bazi je (E)-sfing-4-enin (D-erythro-1,3-dihydroxy-2-aminooctadec-4-
en-1,3-diol), téZ oznaCovany jako “sfingosin“. DalSim piikladem sfingoidu je (R)-4-
hydroxysfinganin (2-aminooktadekan-1,3,4-triol), nékdy oznacovany jako fytosfingosin, ktery
je zastoupen predevsim v rostlinach. Strukturni vzorce téchto sfingoida jsou uvedeny na Obr.1

[3].

CH,OH CH,OH CH,OH
| | |

H—C—NH, H—C—NH, H—C—NH,
| | |
H-C—0OH H-C—0H H—C—OH
| | |
[CHz C oy H—C—0H
| noN |
CH, ‘| [CH,],5
|
|‘~|Hz||2 CH,
CH;
sfinganin sfingosin fytosfingosin

Obr.1: Strukturni vzorce sfinganinu, sfingosinu a fytosfingosinu. P¥evzato z 3]

Ceramidy jsou N-acylované sfingoidy. Mastné kyseliny, pfirozen¢ se vyskytujici v ceramidech,
mohou mit délku uhlikatého fetézce vrozmezi Cjs az Cys a obsahovat jednu nebo dvé
hydroxylové skupiny v poloze C-2. Pro znacnou heterogenitu mastnych kyselin a sfingoidnich

bazi bylo vyhodné pojmenovat lipoidni ¢ast jednotnym nazvem “ceramid*[3].

Glykosfingolipidy 1ze obecné rozdélit do dvou skupin:
e Neutralni GSL: mono-, oligo- az polyglykosylceramidy
e Kyselé GSL: sialoglykosfingolipidy ( gangliosidy, s vdzanou kyselinou sialovou)
sulfoglykosfingolipidy (sulfamidy, s vazanou sulfoskupinou)
fosfoglykosfingolipidy (fosfomono- nebo diestery)
fosfonoglykosfingolipidy (obsahuyji jednu nebo vice
{2-aminoethyl} hydroxyfosforylovych skupin)
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1.4. Zakladni struktury GSL

1.4.1. Zakladni struktury a skupina neutralnich GSL

Kvili nomenklaturnim problémim s komplexnosti sacharidové ¢asti, byl vytvofen systém
uzivajici pro zakladni oligosacharidy trivialni nazvy, vychazejici z nasledujicich zasad:
e Pocet monosacharidovych jednotek v oligosacharidovém fetézci se oznacuje sufixem --
diosa, -triaosa, -tetraosa atd.
e Oligosacharidy jsou rozdéleny do skupin (nebo-li sérii) podle struktury a
bioenergetické ptibuznosti.
e Rozdily ve vazbé mezi sacharidy (napi. 1—4 versus 1—3) se oznacuji prefixem iso-
nebo neo- (viz.Tab.1).
e Byl vypracovan soubor symboli pro jednoduché znazornéni.
Mezi nejjednodussi monoglykosylceramidy (nékdy oznacované jako “cerebrosidy’) obsahujici
jednu molekulu sacharidu patfi:
o [-glukosyl(1«<>1)ceramid (GlcCer).
e [-galaktosyl(1<>1)ceramid (GalCer).
Mezi diosylceramidy patfi:
e [(-D-galaktosyl(1—4)B-D-glukosyl(1<>1)ceramid. Pro zjednoduSeni se uziva trivialni
nazev laktosylceramid (LacCer).
o o-D-galaktosyl(1—4)B-D-galaktosyl(1«<>1)ceramid. Pro zjednodusi se uziva trivialni
nazev digalaktosylceramid (GalGalCer).
Laktosylceramid a glukosylceramid jsou prekurzory slozitéjSich glykosfingolipidt, které jsou

rozdéleny do jednotlivych sérii, podle typu oligosacharidového fetézce (Tab.1) [3].

Tab.1: Série glykosfingolipidi podle typi oligosacharidového Fetézce

Série Symbol Zkratky
v 111 II I
Ganglio- Gg Gal(B1—3)GalNAc(B1—4)Gal(p1—4)Glc(p1—Cer)
Lakto- Lc Gal(B1—3)GIcNAc(B1—3)Gal(p1—4)Glc(B1—Cer)
Neolakto- nlLc Gal(B1—4)GIcNAc(B1—3)Gal(p1—4)Glc(f1—Cer)
Globo- Gb GalNAc(B1—3)Gal(a1—4)Gal(B1—4)Glc(p1—Cer)
Isoglobo- iGb GalNAc(B1—3)Gal(al—3)Gal(p1—4)Glc(p1—Cer)
Muko- Mc Gal(B1—3)Gal(p1—4)Gal(p1—4)Glc(p1—Cer)

(pfedpona iso- oznacuje zménu vazby mezi mezi II a Il cukrem a pfedpona neo- oznacuje zménu vazby

mezi III a IV cukrem)
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Kvili obtiznému sestaveni systematickych néazvii pro glykosfingolipidy s delSim
oligosacharidovym fetézcem, je doporuceno pouzivat semisystematické nazvy, ve kterych jsou
trividlni ndzvy dané série (kmenové ndzvy) pouzivany jako predpony. Nazvy glykosfingolipida
jsou pak tvofeny obecné:

e (kmenovy néazev)(jeho velikost)osylceramid (napi. globotetraosylceramid). To plati i
pro GSL skrat§im poctem sacharidii, nez je typick¢é pro danou sérii (napf.
laktosylceramid).

e Rimskou &islici se oznaduje pozice monosacharidu, ktera se pocita od ceramidu.

e Arabskou C(islici se vindexu lokantu oznacuje poloha uhlikat¢ého atomu
monosacharidu, kde dochazi k rozvétveni fetézce nebo k pfipojeni monosacharidu
(nebo jiného substituentu), ktery neni soucasti kmenové struktury (napf. III*-a-

fucosylglobotriaosylceramid nebo I1*-a-Fuc-GbsCer)[3,4].

1.4.2. Skupina kyselych GSL

Mezi nejbeznéjsi kyselé glykosfingolipidy patii gangliosidy a sulfoglykosfingolipidy.
Gangliosidy jsou sialoglykosfingolipidy, které mohou byt bud’ N-acetylové nebo N-glykoloyl-
neuraminosylové derivaty neutralnich glykosfingolipidi. Nazvoslovi sialovych zbytki i jinych
substituentl se fidi stejnymi pravidly jako nazvoslovi monosacharidii, které nejsou soucasti
kmenové struktury (napf. II’-a-N-acetylneuraminosylgangliotetraosylceramid nebo II’-a-
Neu5Ac-GbyCer).

Sulfoglykosfingolipidy, nékdy nazyvané jako sulfatidy, se oznacuji jako sulfatové estery
neutralnich glykosfingolipti nebo jako sulfatoglykosfingolipidy (napt. laktosylceramid-II’-
sulfat nebo II’-sulfo-LacCer) [3].

1.5. Biosyntéza sfingolipidu a glykosfingolipidu

De novo biosyntéza glykosfingolipidii zacind biosyntézou ceramidu, lokalizovanou na
cytosolové stran¢ endoplasmatického retikula (ER). Nejprve je ve tfech po sobé nasledujicich
enzymov¢ katalyzovanych reakcich syntetizovan dihydroceramid z L-serinu a dvou molekul
acetyl-CoA (viz. str.14, Obr.2). V sav¢ich bunkéach ptevladaji sfingoidni baze obsahujici 18
uhlikatych atom, ale v z&vislosti na rtiznych tkanich miize byt i riizné délka uhlikatého fetézce
(nejcastéji Cia6). U Cloveka nalézdme rodinu Sesti dihydroceramid synthas (CerS), s riznou

specifitou pro acetyl-CoA. V Sirokém spektru tkani je nejvice zastoupena CerS2, ktera
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Obr.2: Schéma biosyntézy ceramidu.
Prevzato z [5]

pfipojuje mastné kyseliny s uhlikatym fetézcem
Cy0.26 na sfinganin, za vzniku dihydroceramidu.
Dihydroceramid je nakonec pfeménén
dihydroceramid desaturasou na ceramid, ktery je
prekurzorem v biosyntézach slozit&jsich
glykosfingolipidl probihajicich v riiznych castech
ER a Golgiho aparatu [6].

V epitelidlnich  bunkdch klize vznikd vedle

ceramidu i fytoceramid, podilejici se vedle

ostatnich GSL na bunécné signalizaci [7].
Dalsim  zdrojem

ceramidu je recyklace

glykosfingolipidti, kdy v lysosomech dochazi
k jejich §tépeni pomoci kyselé ceramidasy az na
sfingosin, ktery je poté znovu vyuzit v procesu
oznacovaném jako “recycling pathway*. V tomto
procesu je sfingosin zpétné acylovan ceramid

r

synthasou na ceramid, vyuzivany v bunétné
signalizaci. Rozdilem tedy je, Ze produktem de
novo syntézy je sfinganin, zatimco Vv procesu
recyklace GSL se uplatituje sfingosin, jako
produkt lysosomalni degradace sfingolipidu [8].

Ptikladem biosyntézy sfingolipidi z ceramidu

muze byt biosyntéza sfingomyelinu. Ceramid je nejprve transportovan pomoci transportniho
proteinu CERT (ceramide transporter) z ER do cytosolu trans-Golgi, kde dochazi ke
spontannimu pifetoceni ceramidu do lumen trans-Golgi. Zde je pak ceramid pfeménén na
sfingomyelin reakci katalyzovanou sfingomyelin synthasoul, kterd na ceramid pfendsi
fosfocholin z fosfatidylcholinu [6].

Piikladem muze byt i biosyntéza glukosylceramidu (GlcCer), ktera probihd na cytosolové
stran¢ cis-Golgi reakci katalyzovanou glukosylceramid synthasou, kterd prenasi aktivovanou
glukosu s UDP na ceramid. GlcCer je pak transportovan FAPP2 (four-phosphate adaptor
protein 2) proteinem z mista jeho syntézy do jinych kompartmentd a téZ do lumen Golgiho

aparatu, kde nasleduje syntéza laktosylceramidu (LacCer) pfipojenim aktivované galaktosy

z UDP galaktosy transferasou I. LacCer je pak prekurzorem globo-, ganglio-, lakto- a
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neolaktosérie, pfipojenim a- nebo B- podjednotek glukosy, galaktosy, N-acetylglukosaminu

nebo N-acetylgalaktosaminu na 3 nebo 4 OH- skupinu galaktosy LacCer (Obr.3) [9].

0
+ UDP-Glc OH M
) HN
Ceramide glucosylceramide synthase (GCS) HO’:%&\,O = 10
HO il e ot A
OH 10
OH
Glucosylceramide
Core tetrasaccharides of complex GSLs:
Globo series Ganglio series + UDP-Gal
GalNAc-B1,3-Gal-a1,4- | Gal-B1,3-GalNAc-B1,4- B-1,3-galactosyltransferase (GalT1)
B P 0
Neolacto series Lacto series HO _OH OH w
Gal-B1,4-GIcNAc-B1,3- | Gal-B1,3-GIcNAc-B1,3- é:o 6 é 0 HN 10
HO 0 -
Muco series Isoglobo series OH HO OH ~ 10
Gal-B1,3-Gal-B1,3- | GalNAc-B1,3-Gal-a1,3- OH

Lactosylceramide
Obr.3: Biosyntéza sloZitéjsSich glykosfingolipidi enzymové katalyzovanymi reakcemi,
vychazejici z ceramidu. Prevzato z [6]
(biosyntéza zacina od ceramidu az na laktosylceramid, ktery je prekurzorem globo-, ganglio-,

lakto-, neolakto- muko a isoglobosérie)

1.6. Katabolismus sfingolipidt a glykosfingolipidu

SloZeni lipidnich membran je pfisné regulovano a je vysoce specifické pro razné typy bunck a
organel. Béhem endocytosy a zrani endosomt, pH lumen kles4 a nastdvaji zmény ve slozeni
vnitini membrany.

Katabolismus glykosfingolipidl je postupny proces odbouravani jednotlivych komponent GSL
pomoci rozpustnych hydrolytickych enzymi, ktery probihd pfevazné v lysosomech. GSL se
z bunéénych membran dostavaji do lysosomil endocytdzou, fagocytdézou nebo prostiednictvim
receptory (LDL) zprostfedkovanou endocytézou. Béhem endocytézy dochazi k vychlipeni
plasmatické membrany za vzniku transportnich vacki, které posléze flazuji s Casnymi
endosomy a lysosomy, kde se pak vyskytuji ve form¢ intralysomalnich vezikul. Lysosomalni
degradace GSL, zakotvenych v membrané intralysosomalnimi vezikuly, zac¢ind postupnym
odbouravanim sacharidovych jednotek od neredukujiciho konce sacharidového ftetézce.
V lumen lysosomu je udrzovano kyselé pH pomoci protonové ATPasy umisténé v membrang,

ktera Gerpa H' ionty dovnitf lysosomu. Vysledné katabolity jsou exportovany z lysosomil
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pomoci transportnich proteinli a mohou byt opétovné vyuzivany v bunééném metabolismu [10.
11].

Syntéza lysosomalnich enzymu (glykoproteinti) probihd na ribosomech drsného ER, odkud
jsou transportovany do cis-Golgi, kde dochazi k pfipojeni manoso-6-fosfatovych (M6P)
znacek. Tato znacka odliSuje lysosomalni enzymy od ostatnich proteind a slouzi jako “adresa*
do lysosomu. Jsou rozpoznavany M6P receptory v trans-Golgi, kde vznikd vazanim klathrinu

na adaptiny transportni vacek, ktery nakonec flizuje s casnym endosomem [12].

1.6.1. Degradace GSL s méné nez ¢tyimi sacharidovymi jednotkami
GSL s méné nez ¢tyfmi sacharidovymi jednotkami jsou degradovany pouze v pfitomnosti

sfingolipidovych proteinovych aktivatori. Mezi tyto aktivatory patii celkem pét malych
neenzymovych proteinti o0 molekulové hmotnosti 8 — 11 kDa: ¢tyii saposiny (SAP-A, -B, -C, -
D) a GM2 aktivator. Tyto proteiny zprostiedkovavaji interakce mezi membranové vazanymi
substraty a rozpustnymi enzymy (SAP-B a GM2 aktivator) nebo enzymy ptimo aktivuji (SAP-
O).

Saposiny A — D wvznikaji z prekurzoru
prosaposinu proteolytickym S§tépenim na
urovni pozdnich endosoml a lysosomil.
Tyto saposiny maji znacnou homologii,
pusobi vsak odlisné a sjinou specifikou.
Prosaposin je neenzymovy glykoprotein o
molekulové hmotnosti 70 kDa, kodovany na
chromosomu 10 q21-23 [10, 13].

Saponin B, znamy jako cerebrosidsulfat-

aktivator, usnadniuje hydrolyzu sulfatové N
skupiny ze sulfatidu pomoci arylsulfatasy A
a  degradaci globotriaosylceramidu  a Obr.4.: Krystalograficka struktura otevirené

digalaktosylceramidu v reakci katalyzované konfirmace lidského saposinu B. Pievzato z
a-galaktosidasou A. il

Jeho dimerni struktura je sloZena ze ¢tyf monomert o-helikdlniho uspotfadani, ohnutych do
tvaru V a uzavirajicich velkou hydrofobni dutinu (Obr.4). Oteviena konformace saposinu B
vyzdvihuje zanotfené glykolipidy piimo z membrany, ¢imz se jednotlivé substraty stavaji

pristupnéjsi pro dany enzym [14, 15].
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1.7. Dédi¢né poruchy katabolismu sfingolipidi - sfingolipidosy

Jsou to geneticky podminéné defekty v disledku poruchy funkei enzymovych nebo
nekatalytickych proteint, zajiStujicich funkcnost lysosomalniho systému. V disledku toho
dochazi k hromadéni substratovych deposit v lysosomech a posléze k naruseni zakladnich
bunécnych funkci. Zakladni schéma lysosomalni degradace jednoduchych glykosfingolipida
zachycuje Obr.5 [11].

NANA

|
Ga]—B GalNAc£ Gal—B Glc£ Cer
gangliosid G,
. Gy, -B-galaktosidasa
r,m -gangliosidoza
Gal
NANA

|
GalNAc L Gal B Gle 2 Cer
gangliosid G,

hexosaminidasa A
Tay-Sachsova choroba
GalNAc
GalNAc L Ga1% Gal-2 Gle £ Cer
N‘”}NA globosid
Gal—[}(}lc£ Cer

gangliosid G,

o Sandhoffova
gangliosid- choroba GalNAc
neuraminidasa NANA Gal

hexosaminidasa A a B

Gal-2 Gle-B cer tI Gal-2Gal-2 Gle £ Cer
laktosyiceramid o-galaktosidasa A trihexosylceramid
Fabryova choroba
-galaktosidas:
B-galaktosidasa Gal
Gle Cer T048— E}falf Cer
glukocerebrosid g
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Ga '“"f"’”'“ metachromatick W=
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sfingomyelin = ceramid = t Ga]—ﬁ Cer
sfingomyelinasa galaktocerebrosidasa galaktocerebrosid
choroba Krabbeova

[0 L 5 . "
Niemanna a Picka ceramidasa Cheroba
Farberova

lipogranulomatoza sfingosin

mastna kyselina

Obr.5: Schéma lysosomalni degradace vybranych glykosfingolipidii a enzymii, které

jednotlivé reakce GSL katalyzuji . PFevzato z [5]
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1.7.1. Fabryho choroba — deficit aktivity a-galaktosidasy A

Fabryho choroba se tadi mezi sfingolipidosy (viz. str.17, Obr.5). Jde o X-vdzané recesivni
onemocnéni, zpusobené deficitem aktivity a-galaktosidasy A (a-GALA, E.C. 3.2.1.22) jejiz
gen GLA je lokalizovan na chromosomu X, v poloze Xq22.1. Kompletni sekvence GLA genu
tvofi 12 kb obsahujicich 7 exond o délce 92 az 291 bp, zatimco délka intronovych ¢asti se
pohubuje od 200 bp do 3,7 kb. Defekty v kddovani GLA genu jsou ve vétSing piipadl primarni
mutace. Dosud bylo identifikovano 599 zmén v sekvenci. Fenotyp jedincl se stejnou mutaci
v genu GLA se muze lisit i v ramci jedné rodiny [16, 17].

Struktura lidské o-GALA byla stanovena krystalograficky. Jednd se o homodimérni
glykoprotein o celkové molekulové hmotnosti 110 kDa, kde kazdd monomerni jednotka
obsahuje dvé terminalni domény. N-termindlni doménu tvoii klasicky (o/B)s soudek a
obsahuje aktivni misto enzymu. C-termindlni doména je slozena z 8 vladken tvotici antiparalelni
B-strukturu sendvi¢ového usporadani.

Tento enzym je syntetizovan jako prekurzorovy protein, ktery podléha celé¢ tadé
posttransla¢nich modifikaci, vcetné odstépeni pre-, pro-, peptidovych fragmenti a N-
glykosylaci pievazné manosovych oligosacharidovych fetézcli na volnou skupinu asparaginu
[18].

U o-GALA je dnes znam dvoji mechanismus ucinku vyZzadujici pfitomnost dvou
karboxylovych skupin, kde jedna slouzi jako nukleofil a druhy jako kyselina. V prvnim kroku
dochdzi k nukleofilnimu ataku C-1 substratu, rozstépeni glykosidické vazby a vytvoreni
komplexu enzym-substrat. V druhém kroku dochazi k nukleofilnimu ataku molekulou vody na
stejny uhlik substratu vedouci k rozstépeni kovalentni vazby mezi enzymem a ligandem za
tvorby pfislusného produktu [16].

Pfirozenymi substraty tohoto enzymu jsou neutralni glykosfingolipidy s terminalni a-
galaktosou, mezi které patii predevSim globotriaosylceramid, dale galabiosylceramid a

glykolipidy krevni skupiny B (viz. str.19, Obr.6)
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Obr.6: Struktura hlavnich substrati a-galaktosidasy A [19]

(Sipkou je oznaceno misto St€peni terminalni galaktosy)

U pacienti s Fabryho chorobou (FD) dochazi k hromadéni nedegradovaného
globotriosylceramidu zejména v lysosomech cévniho endotelu, v bunikach hladkého svalu cév a
v epitelidlnich bunikdch mnoha organti. Byla prokdzana také zvySend koncentrace jeho

lyso-derivatu(Obr.7)

H_OH

OH
OH H NH, lyso-Gb3Cer
HO OHO \CHz:
OH OH
OH

Obr.7: Struktura lyso-Gb4Cer [19]
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U zdravych jedinct nalézdme Gb;Cer piedev$im v ledving, aorté, sleziné a v jatrech. U
pacientti — muza s FD byla nalezena mnohonasobné zvySena koncentrace tohoto substratu ve
vSech uvedenych organech, ale i v dal§ich tkanich s vyznamnym metabolickym obratem
GbsCer (srdce). Lysosomalni hromadéni Gb;Cer se stuptiuje s vékem, napt. kolem 30 let véku
byva koncentrace tohoto lipidu az tfistanasobné vyssi nez v normalnich tkénich [21].

V malé mife se u pacientii s FD uklada také galabiosylceramid, ktery je tkanove specifickym
substratem prokazanym v ledvin€, pankreatu, srdci, plicnim laloku, v mo¢ovém sedimentu a
sympatickych gangliich [21].

Mezi neodbouravané substraty patii také glykosfingolipidy krevni skupiny B, jejichz zvysena
koncentrace byla zjisténa u pacienti s FD s touto krevni skupinou. Dva hlavni glykolipidy
s hexasacharidovym fetézcem s termindlni a-galaktosou, znacené jako B-6-1 (laktosérie) a B-
6-2 (neolaktosérie), byly prokdzany zejména v zlaznatych epitelidlnich tkanich zaludku, stieva
a pankreatu [22]. Z analyzy mocového sedimentu pacienti s FD a kontrol vyplyva, ze
ke zvySené exkreci glykolipidu B-6-1 a B-6-2 dochézi vice u pacientl, ktefi jsou sekretory

krevni skupiny B nebo AB [21, 23].

Mezi klinické ptfiznaky u homozygotnich muzi patii bolesti v koncetinach, poruchy poceni,
angiokeratomy a poruchy intolerance chladu a tepla. S rostoucim vékem pak dochazi
¢i cerebrovaskuldrni onemocnéni, které mohou vést az k umrti pacienta.

Klinické ptiznaky u zen heterozygotek FD jsou znacné variabilni. Vzhledem k inaktivaci X
chromosomu muze klinicky obraz svoji vaznosti odpovidat muzim s FD, ale postizeni miize
byt 1 mirnéjs$i nebo dokonce zadné. Variabilita u zen se projevuje i v jednotlivych organech,
kde se mohou objevovat pouze nékteré ptiznaky onemocnéni [21].

Predbézna diagndza Fabryho choroby spociva v posouzeni klinickych nalezii a symptomt u
rodinnych piislusnikd. Definitivni diagndza se provadi stanovenim aktivity a-GALA v plasmé
nebo v bunécnych homogenatech leukocyttl, fibroblasti a bun¢k choria za pouziti syntetickych
fluorogennich substrati (methylumbelliferyl-a-D-galaktopyranosid). Nevyhodou je riziko
negativné faleSnych vysledkii u heterozygotnich zen, proto je nezbytné doplnit analyzu
zjisténim mutaci v genu GLA. Dopliujicim stanovenim muze byt prikaz neodbouraného

metabolitu Gbs;Cer v plasmé nebo v moCovém sedimentu [21].
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Podobnost a-galaktosidasy A s a-N-acetylgalaktosaminidasou

a-GALA ma znac¢nou strukturni podobnost s a-N-acetylgalaktosaminidasou, ktera byla diive
povazovana za a-galaktosidasu B (isoenzym a-GALA). Oba geny maji znacnou homologii a
ptedpoklada se, ze vznikly duplikaci ze spole¢ného genu béhem evoluce.

Pomoci izolované 3,6 kb dlouhé sekvence cDNA kodujici a-N-acetygalaktosaminidasu bylo
prokazano, Ze existuje cca 50% homologie nukleotidit v cDNA kédujici a-GALA. Dale bylo
prokazano, ze exony 2 — 7 v NAGA genu vykazuji 46,2 — 62,7% totoznost s exony 1 — 6 v GLA
genu [24].

1.7.2. Schindlerova choroba — deficit aktivity a-N-acetylgalaktosaminidasy
Schindlerova choroba je autosomalné recesivni onemocnéni zpiisobené deficitem aktivity o-N-

acetylgalaktosaminidasy (a-NAGA, E.C. 3.2.1. 49). Gen kodujici tento enzym je umistén na
chromosomu 22 q13.1.-13.2. Kompletni sekvenci genu tvoii 13,7 kb obsahujicich 9 exoni o
délce 95 — 2028 bp a intronové sekvence o délce 304 — 2648 bp.

Lidskd a-NAGA je homodimerni glykoprotein s molekulovou hmotnosti 90 — 117 kDa a s
relativné termostabilni enzymovou aktivitou.

Pfirozenymi substraty tohoto enzymu jsou pievazné glykoproteiny a v men$i mife
glykosfingolipidy krevni skupiny A s a-N-acetylgalaktosaminovymi zbytky.

Deficit aktivity a-NAGA vede k jejich akumulaci v mnoha tkanich a tekutinach, kde jsou
terminalni a-N-acetylgalaktosaminové zbytky vazany O- a N-glykosidickou vazbou.

Z klinického hlediska je tato choroba fenotypicky velice heterogenni — od tézké infantilni
neurodegenerativni poruchy po velmi mirny typ s koznimi 1ézemi a angiokeratomy [25].
Diagnostika Schindlerovy choroby se provadi stanovenim aktivity a-NAGA v plasmé nebo
v bunéénych homogenatech leukocytid a fibroblasti za pouziti syntetickych fluorogennich
substratii (4-methylumbelliferyl-a-D-N-acetylgalaktosamin). Dopliujicim stanovenim mutize

byt analyza neodbouranych oligosacharida a glykolipida v plasmé.

1.7.3. Deficit prosaposinu a saposinu B
Deficit prosaposinu je tézkd komplexni sfingolipidosa, vyvoland vzacnymi mutacemi

.....

Ctyt saposini A — D. Tento deficit vede k masivnimu uklddani jednoduchych sfingolipidii
v tkdnich. Deficity jednotlivych aktivatori pfipominaji fenotypicky odpovidajici enzymovy

deficit (viz. str.17, Obr.5) [26].
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1.8. Antigeny ABO(H) systému

V roce 1901 Karl Landstainer popsal prvni lidsky antigenni systém krevnich skupin ABO(H)
na zakladé experimentu aglutinace Cervenych krvinek v pfitomnosti jiného séra. Landstainer
spolu s dalsimi kolegy objevil, ze lidskou krev lze rozdélit do Ctyt skupin podle pfitomnosti
dvou antigeni, A a B na povrchu cervenych krvinek a pfitomnosti dvou odpovidajicich

protilatek anti-A a anti-B v plasmé (viz.Tab.2) [27].

Tab.2: Krevni systém ABO [26]

Krevni  vyskyt v EU Antigen na Protilatka v
skupina (%) erythrocytech plasmé
A 41.7 A Anti-B
B 8.5 B Anti-A
AB 3.0 AaB -
0 46.7 - Anti-A a anti-B

Antigenni vlastnosti erytrocytli, bun¢k tkdni a sekretli jsou dany specifickymi strukturami
proteinti a oligosacharidi. Proteinové antigeny jsou pifitomné na proteinech, glykoproteinech a
proteinech s glykosylfosfatidylinositolovou kotvou erytrocytarni membrany. Na rozdil od nich
jsou antigenni struktury oligosacharidi vazany O- nebo N-glykosidickoi vazbou na proteiny
(glykoproteiny) nebo sfingolipidy (glykolipidy), které nejsou vazany pouze na erytrocytarni
membranu, ale jsou také silné distribuovany v té€lnich tekutinach, v bunikach tkani a v nddorech

[27,28].

1.8.1. Genetika antigenu
Antigeny A a B jsou definovany trisacharidovymi determinantami, které jsou kontrolovany

tfemi nezavislymi genovymi systémy:

e ABO gen - lokalizovan na chromosomu 9 q34. Sklada se ze tii alel 4, Ba O. 4 a B
alely kontroluji tvorbu A a B determinant a alela O je inaktivni a neprodukuje zadnou
charakteristickou strukturu.

e Hh gen - lokalizovan na chromosomu 19 ql3.3. Produktem H genu je o-1,2-
fukosyltransferasa 1 (FUT1) a produktem /4 genu je inaktivni enzymovy protein

e Se/se gen — lokalizovan na chromosomu 19 q13.3. Produktem Se genu je a-1,2-

fukosyltransferasa 2 (FUT2) a produktem se genu je inaktivni enzymovy protein
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1.8.2. Biosyntéza antigenu
Zakladni strukturou antigenu H je prekurzorovy fetézec, ktery se vyskytuje ve Ctyfech typech

(viz. Tab.3). Prvni dva typy se li§i vazbou mezi terminalni galaktosou a ji predchazejicim N-
acetylglukosaminem. Vazba f1—3 se vyskytuje v fetézci typu I, ktery je pfitomen v tkanich a
télnich tekutinach. Vazba Bl1—4 se vyskytuje v fetézci typu II, ktery je nejvice zastoupen
v systtmu ABO a je charakteristicky pro GSL erytrocytdrni membrany z neolaktosérie.

Retézce typu I1T a IV se vyskytuji pouze v nepatrném mnozstvi u krevni skupiny A [29, 30].

Tab.3: Terminalni disacharidové struktury prekurzorovych retézca I-1V [31]

Typ prekurzorového  Termindlni disacharidovd Série GSL

fetézce struktura

Typl Galpl1—3GIcNAcpfl—X- Lakto-

Typ 11 Galp1—4GIcNAcpfl—X- Neolakto-
Typ 11 Galpl—3GalNAcal—X- Repetitivni-
Typ IV Galpl—3GalNAcpf1—X- Globo-

(X znaci ptislusnost k dané sérii GSL)

Po pfipojeni fukosy k prekursorovému ftetézci typu II, vznikd antigen H a tato reakce je
katalyzovana FUT 1 (produkt H genu) nebo FUT 2 (produkt Se genu), které se lisi
v kinetickych vlastnostech a v afinité k donorovym i akceptorovym substratim.

Produktem genu A4 je o-1,3-acetylgalaktosaminyltransferasa, kterd katalyzuje pripojeni N-
acetylgalaktosaminu na H antigen za vzniku antigenu A. Produktem genu B je pak o-1,3
galaktosyltransferasa, ktera katalyzuje ptfipojeni D-galaktosy na H antigen za vzniku antigenu
B. Priklad biosyntézy A a B antigenu zachycuje Obr.8 (viz. str.24). Produkty genii jsou tedy
enzymy schopné syntetizovat urcitou cukernou strukturu, ktera posléze vyvola protilatkovou

odpoveéd [32].
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Obr.8: Priklad biosyntézy A a B antigenu z prekurzorového retézce typu II [29]
(biosyntéza za¢ina od prekurzorového fetézce typu II obsahujici termindlni (-galaktosu na
antigen H, ktery je prekurzorem biosyntézy antigeni A a B, pfipojenim N-acetylgalaktosaminu

nebo D-galaktosy pomoci piislusnych transferas)

Rozdéleni jedinci podle schopnosti sekretovat solubilni antigeny krevnich skupin systému
ABO je fizena geny Se/se (dominantni a recesivni alelou). “Sekretofi* (ve stiedni Evropé cca
75%) maji genotyp Se/Se nebo Se/se, zatimco “non-sekretofi* maji genotyp se/se. Sekretorni
gen také reguluje vyskyt ABH aktivnich glykolipida v plasmé a ABH aktivnich oligosacharidi

v mléce a moci [28].

1.9. Metody analyzy glykosfingolipidu

1.9.1. Metody izolace a chromatograficka separace GSL
Izolace a purifikace glykosfingolipidll je zamétena k homogenité sacharidové ¢asti a obvykle

se sklada ze tii kroku:
e Extrakce glykolipidi z biologického materialu organickymi rozpoustédly (nejcastéjsi
smés chloroform — methanol — voda).
e Hrubé oddéleni GSL od neutralnich lipidii, fosfolipidii a nelipidnich pfimési (napf.
dialyza nizkomolekularnich latek, ionexovd chromatografie neutrdlnich glykolipidii
aj.). Celkové lipidy: 10% glykosfingolipidt, 60% fosfolipidi a 30% neutralnich lipidu.

e Chromatografické analyza pro déleni a purifikaci GSL.
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1.9.2. Déleni GSL na tenké vrstvé (TLC) a kolonovou chromatografii
(HPLC)

Tato metoda je casto pouzivand k monitorovani izolace a purifikace GSL, k jejich
kvantitativnimu 1 kvalitativnimu stanoveni z biologického materidlu a ke strukturni analyze
v kombinaci napf. s enzymy a biologickymi aktivitami [33, 34]. Nejb&znéjsi uzivané detekce
jsou:

e Chemické: destruktivni — orcinol, resorcinol a azur.

e Imunodetekce: nedestruktivni — pomoci protilatek.

HPLC analyza je velmi u¢innd metoda vhodna i ke kvantifikaci rozdélenych lipidnich slozek,
nevyhodou je vSak nutnost derivatizace volnych aminoskupin sfingolipidi. Tato metoda
vyuziva k separaci sfingoidnich bazi a lyso-glykosfingolipidi HPLC kolony s reverzni fazi.
Tato RP-HPLC pouziva chemicky vdzanou nepoléarni staciondrni fazi (nejcastéji typ C18), kde
jsou molekuly vdzany na Casticich silikagelu. Jako mobilni faze se pouzivaji polarni organicka
rozpoustédla, nejcastéji smés methanol — voda (95:5, v/v/v) a chloroform — methanol — voda

(65:35:8, v/vIv) [35].

1.9.3. Tandemova hmotnostni spektrometrie
Tandemovy hmotnostni spektrometr obsahuje dva hmotnostni analyzatory sériové spojené

kolizni celou. V prvnim analyzatoru (Q1) dojde k rozliSeni prekurzorovych (matefskych) iontd
a k vybéru jednoho z nich, ktery je charakteristicky pro dany analyt ve smési. Tento prekurzor
je podroben fragmentaci v kolizni cele (Q2) srazkou s koliznim plynem (neutralni plyny jako
N,, Ar, He apod.), kdy dochazi ke kolizn€ indukované disociaci (CID) za vzniku dcefinych
iontl. Tento proces je dan srazkou matetského iontu s koliznim plynem, kdy dojde k pfedani
kinetické energie matefskému iontu. Takto pfedana energie, jeli dostate¢né vysoka, mize vést
k rozbiti vazeb v matefském iontu a vzniku jeho fragmenti. Dcefiné ionty jsou ndsledné

rozliSeny v druhém analyzatoru podle jejich hmotnosti [36, 37].

Ionizace elektrosprejem umoziuje vytvaret negativné ¢i pozitivné nabité ionty umoziujici
rozliSeni sfingolipidi pifimo z chloroform — methanolovych extraktii. Jako ioniza¢ni medium
pro GSL se pouziva 5 mM roztok NH4COOH v methanolu za tvorby [M+H]" iontu. Neutralni
glykosfingolipidy (Ceramid, GlcCer, LacCer, Gb;Cer, GbsCer) po CID produkuji specifické
ionty, coz umoznuje bud’ jejich kvalitativni analyzu skenovanim prekurzorovych iontii nebo

jejich kvantifikaci zejména pomoci monitorovani vice reakci (MRM). Tento iont je tvoifen
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Stépenim molekuly ceramidu za vzniku sfingoidni baze a po dalsi ztraté¢ molekuly vody vznika
dcefiny iont o m/z 282, ktery je dominantni pro lyso-SFL. Po ztraté dvou molekul vody vznika
findlni (dcefiny) iont 0 m/z 264, pouzivany pro sledovani SFL. Sfingomyelin produkuje po
CID jako finalni iont fosfocholin s m/z 184 [38, 39].
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2. Cile prace

Prace navazuje na ptedchozi studie laboratofe a jejim zdmérem je prispet k objasnéni nekterych
specifit katabolické drahy lipidnich substrati a-GALA, které se hromadi v bunkach pacientii
s FD. V tomto modelovém systému budeme zejména sledovat osud antigeni krevni skupiny
B, které mohou predstavovat vedle kritického lipidu Gbs;Cer dalSi substratovou zatéz u

pacientli s touto krevni skupinou.

» Analyza glykolipidi krevnich skupin B v pankreatu a plicni tkani pacienti s

Fabryho nemoci (FD) a u kontrol.

» Priprava a provedeni metabolickych experimentii v bunéénych kulturach s cilem
zjistit moZnou tucast a-NAGA na odbouravani GSL krevni skupiny B v buiikach s

deficitem a-GALA:

1. Stanovit aktivitu a-GALA a a-NAGA v mutantnich a kontrolnich kultivovanych
koznich fibroblastech.

2. Provést v téchto bunkach analyzu glykosfingolipidi chromatograficky a

tandemovou hmotnostni spektrometrii.
3. Ptipravit glykolipid krevni skupiny B (B-6-2) pro znaceni triciem v ceramidové ¢asti:
k tomu vyuzit surové preparaty glykosfingolipidi erytrocytarni membrany

z ptedchozich isolaci

4. Provést zat&zové experimenty s [’H]B-6-2 glykolipidem v kulturach

fibroblastid s poruchou funkce a-galaktosidasy A a kontrolnich fibroblasti.

5. Pfipravit GbsCer s neradioaktivni hmotnostni zna¢kou a nahradit tak v metabolickych

experimentech dosud uzivany substrat znaceny radioisotopem.
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3. Material a metody

3.1. Material

3.1.1 Chemikalie a dalSi pouzity material
4-chlor-1-naftol (Sigma, U.S.A.)

4-methylumbelliferon-p-D-galaktopyranosid (Sigma, Saint Louis, U.S.A.)
4-methylumbelliferon (Calbiochem, San Diego, U.S.A.)
7,5 % NaHCO; (Biochrom AG, Némecko)
Aceton (Penta, CR)
Antibiotikum Penicilin/Streptomycin (Biochrom AG, Némecko)
Antibody Duluent with Background Reducing Components (DakoCytomation, U.S.A.)
BSA — hovézi sérovy albumin (Sigma, Némecko)
Cyklohexan (Sigma, Némecko)
CuS04.5H,0 (Sigma, USA)
DAB+ Chromogen, 3,3-diaminobenzidin (DakoCytomation)
DAB+ Substrate buffer, imidazol-HCI pufr, pH 7,5 (DakoCytomation)
DC — Alufolien Kieselgel 60 (Merk AG, Némecko)
Dimethylsulfoxid (Sigma, U.S.A.)
DMEM medium (Gibco, Némecko)
Ethanol (P — lab, CR)
Folin-Ciocalteu ¢inidlo (Sigma, U.S.A.)
Fetélni teleci sérum (Gibco, Némecko)
Glycerol (Lachema, CR)
HPTLC - Fertigplatten, Kieselgel 60 (Merck, Germany)
Hematoxylin Harris ( 1ékarna Hradec Kralové — Ri¢any)
Chloroform (Sigma, U.S.A., HPLC Cdistota)
Kyselina sirova (Lachema, CR)
L-Alanin-L-Glutamin (Biochrom AG, Némecko)
Methanol (Sigma, CR, LC-MS ¢istota)
Mravencan sodny (Fluka, U.S.A)
NaOH (Lachema, CR, MS ¢istota)
Na,COs (Lachema, CR)
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Nonadekanova kyselina: C19:0, (Matreya, LLC., U.S.A.)

N-acetylgalaktosamin (Sigma, U.S.A.)

Orcinol (Sigma, U.S.A.)

Polyethylenglykol-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)fenyl ether — Triton X-100 (Sigma, U.S.A.)
Polygram Sil-G (Macherey & Nagel, Némecko)

Polyoxyethylenesorbitan monolaurate — Tween 20 (Sigma, U.S.A.)
Polyvinyl-pyrrolidon (Sigma, USA)

Primarni protilatka: Diagnostikum anti-A (anti-B) monoklonalni (Exbio, CR)

Primarni protilatka: Monoclonal antibody to Blood Group A (B), mouse IgM (Exbio, CR)
Primulin (Sigma, U.S.A.)

Pyruvéat sodny (Biochrom AG, Némecko)

Sphingolipid ceramid N- deacylasa (Takara Bio Inc., Japonsko)

Sekundarni protilatka: EnVision+ Systém Labbelled Polymer — HRP, anti-mouse
(DakoCytomation, U.S.A.)

Sekundarni protilatka: kozi anti-mouse IgM/Px — zna¢en4 peroxidasou (Pierce, CR)
Solacryl BMX (Penta, CR)

Teleci sérum (Biochrom AG, Némecko)

Trypsin (Gibco, Némecko)

Vinan sodno-draselny tetrahydrat: C4H4KNaO4.4H,0 (Sigma, Némecko)

Xylen (Penta, CR)

Vajecny albumin (Roth, Némecko)

Vsechny uvedené chemikalie mély p.a. Cistotu.

Vsechna organickd rozpoustédla byla pfed pouzitim predestilovana.

3.1.2 Biologicky material

Kultury kontrolnich i mutantnich koznich fibroblasti pouzivané v této praci pochazi z archivu
bunék uloZenych v tkanové bance Ustavu dédiénych metabolickych poruch. Vechny pouzité
linie jsou od anonymnich darcii a pacient.

Vzorky tkdni pochézi z tkanového archivu tohoto tstavu a jsou rovnéz anonymni.
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3.2. Pristroje

Denzitometr CAMAG II ( Muttenz, Switzerland)

Termostat Reacti Therm (Pierce, CR)

Luminiscenéni spektrometr Perkin Elmer LS50B (Wellrsley, U.S.A.)
UV — VIS spektrofotometr (UV — 2550, Shimadzu, Japonsko)
Centrifuga Jouan BR 4i (Trigon — plus, CR)

Mikrocentrifuga Roth (P — lab, CR)

Centrifuga universal 32R (Hettich, Némecko)

Micha¢ka Multi Bio RS-24 (Biotech, CR)

Kapalinovy HPLC chromatograf UV/VIS 151 (Gilson, Francie)

HPLC kolona 15cm x 3mm (Supelco analytical, U.S.A.)

Sbérac frakei FC 203B (Gilson, U.S.A)

Inkubator BE 300 (Memert, Némecko)

CO; Inkubator IGO 150 (Jouan, Francie)

Trepacka KM-2 (Edmund Biihler, Némecko)

pH metr HI 9024 (Hanna instruments, U.S.A..)

Sonikator Ultrasonic Procesor (Cole — Parmer, U.S.A.)

Homogenizator Ultrasonic Homogenizer 4710 (Cole — Parmer, U.S.A.)
Sonikator Sonorex TK 30 (Bandelin, Némecko)

Vortex Gene 2 (Biotech, CR)

Lyofiliza¢ni zatizeni Chris L1 (B. Braun Biotech international, Némecko)
Mikroskop ecpipse TS 100 (Nikon, Japan)

Laminarni box Clean Air CA/RE3 (The Netherlands)

Elektricky homogenizator Miccra D-9 (ART Prozess- & Labortechnik GmgH & Co, Némecko)
Linearni scanner TLC analyzer V2.05 (Raytest, Némecko)
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3.3. Metody

3.3.1. Analyza glykolipidl krevni skupiny B v pankreatu a plicni tkani
pacientli s Fabryho chorobou

3.3.1.1. Extrakce celkovych lipidii ze vzorku tkani pankreatu a plic
Vzorky tkani fixované ve formolu byly promyty vodou a poté homogenizovany

v pétindasobném objemu vody pomoci elektrického homogenizatoru (Miccra D-7, Némecko). Z
homogenatu bylo odebrano 200 pl pro stanoveni proteinu a zbyvajici homogenat byl zmrazen
pomoci kapalného dusiku a lyofilizovan. Lyofilizované vzorky byly extrahovany pies noc
smesi chloroform — methanol — voda (20:10:1, v/v/v), zcentrifugovany (centrifuga Jouan BR
4i, CR) pti 300g a supernatanty piefiltrovany do &istych zkumavek. Peleta byla reextrahovana
stejnym zptisobem smési chloroform — methanol - voda (10:20:1, v/v/v) a reextrakéni krok byl
jesté jednou zopakovan ve smési chloroform — methanol (1:1, v/v). Spojené lipidni extrakty
byly odpatfeny pod proudem dusiku pii 45°C a rozpustény na pracovni koncentraci 1 mg vlhké

tkdné/2 pl chloroform — methanol (1:1, v/v).

3.3.1.2. Stanoveni proteinu v tkanovych homogenatech
Stanoveni proteinu bylo provedeno spektrofotometrickou metodou, modifikovanou dle

Lowryho [40].

Pro stanoveni proteinu bylo z tkanovych homogenati odebrano 25 pl, které byly nafedény
piidanim 25 pl miliQ vody. Z takto zfedéného homogenatu bylo odebrano 5 pl pro stanoveni
proteinu, ke kterym bylo pfiddno 195 pl miliQ vody. Kalibraéni fada koncentraci byla

pfipravena ze zasobniho roztoku BSA (0,1 mg/ml; viz. Tab.4).

Tab.4: Kalibraé¢ni fada BSA (zasobni roztok 0,1 mg/ml )

Koncentrace BSA [pg] 0 5 10 15 20

Zasobni roztok BSA [pul] 0 50 100 150 200
H,0 [ul] 200 150 100 50 O

Ke vSem analyzovanym vzorklim i vzorkim kalibra¢ni fady bylo pfiddno 200 pl roztoku A
(viz. str.32, Tab.5). Zkumavky byly promichany na Vortexu a inkubovany 10 minut pii 50°C.

Po ochlazeni vzorkl na laboratorni teplotu bylo pfidano 20 pl roztoku B (viz. str.32, Tab.6),
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zkumavky byly promichany a inkubovany 10 minut pfi laboratorni teploté. Nakonec bylo
piidano 600 pl roztoku C (viz. str.32, Tab.7), vSechny vzorky byly promichany a inkubovany
10 minut pfi 50°C. Po ochlazeni vzorkil na laboratorni teplotu byla absorbance kalibraéni fady

a vzorkil méfena pii 650 nm na UV — VIS spektrofotometru.

Tab.5: Slozeni zasobniho roztoku A

Chemikalie Mnozstvi

C4H4KNaOg.4H,O 2 ¢

Bezvody Na,CO; 90 g

1 M NaOH 450 ml

miliQ voda doplnit do 1000 ml

Tab.6: Slozeni zasobniho roztoku B

Chemikalie MnozZstvi
C4sH4KNaOg.4H,O 2 g

CuS04.5H,0 lg

1 M NaOH 10 ml

miliQ voda doplnit do 100 ml

Tab.7: Slozeni zasobniho roztoku C

Chemikalie Mnozstvi

Folin-Ciocalteu ¢inidlo 1 ml

miliQ voda 14 ml

3.3.1.3. Analyza glykosfingolipidi tenkovrstvou chromatografii na HPTLC
silikagelovych vrstvach

Celkova neutralni frakce glykosfingolipidii véetné glykolipidii krevni skupiny A a B byla
analyzovana chromatograficky na HPTLC silikagelové desce (DC — Alufolien Kieselgel 60
nebo sklenéné Fertigplatten, Kieselgel 60) a nebo na silikagelové plastové folii (Polygram Sil
G). Glykolipidy byly rozpustény ve smési chloroform — methanol (2:1, v/v) a pfislusné
alikvoty naneseny na start v 0,5 cm ¢arce 1,5 cm od dolniho okraje. Chromatogram byl vyvijen
v soustavé chloroform — methanol — voda (65:35:8, v/v/v) ve vysycené chromatografické

komofre.
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Chemicka detekce glykosfingolipidu orcinolem

Orcinolové ¢inidlo bylo pfipraveno rozpusténim 1,25 g orcinolu (3,5-dihydroxytoluen) v 50
ml ethanolu, roztok byl ptidan k 27,8 ml H,SO4 ve 100 ml ethanolu v odmérné barice a objem
doplnén do 250 ml ethanolem. Chromatogram byl postiikdn pomoci automatického
rozprasovace a zahtivan pii 110°C cca 5 minut az do fialového zbarveni sacharidovych struktur

glykosfingolipidu [41, 42].

Imunodetekce glykolipidu krevnich skupin A a B pomoci specifickvch primarnich

protilatek

Chromatogram s rozdélenymi glykoosfingolipidy byl nejprve vlozen do blokovaciho pufru
{1% polyvinylpyrolidon (PVP) a 1% albumin v PBS (Phosphate Buffered Saline pufru, Tab.8}
na dobu 1 hodiny pfi 37°C. Néasledné byl inkubovéan v primarni protilatce {diagnostikum anti-
A nebo B, mysi, monoklondlni) zfedéné v poméru 1:5 fedicim pufrem (3% PVP v PBS) pfi
8°C pfes noc za mirného michani na tfepacce. Druhy den byla desticka promyta 6x 5 minut
promyvacim pufrem {0,1% TWEEN v PBS pufru} a nasledn€¢ inkubovéna v sekunddrni
protilatce znacené peroxidasou {kozi anti my$i [gM/Px}, zfedénd v poméru 1:200 s fedicim
pufrem po dobu 1 hodiny pti 37°C.

Po inkubaci byla desticka promyta 6x 5 minut promyvacim pufrem. Imunoaktivni glykolipidy
byly vizualizovany enzymovou reakci peroxidasy schromogennim substratem 4-
chlornaftolem. Roztok substratu byl pfipraven rozpusténim 6 mg 4-chlor-4-naftolu ve 2 ml
methanolu, smichan s 10 ml 50 mM Tris-HCI pufrem o pH 7,4 a tésné pted pouzitim bylo
k roztoku ptidano 5 pl 30% H,0O,. Roztok byl nalit do nadobky s promytym chromatogramem.
Pribéh reakce byl sledovan vizudln€ za mirného tfepani na tfepacce a pfiblizné po 5 minutach
byla reakce ukoncena pifiddnim vody. Nakonec byl chromatogram promyt a ponechan
zaschnout. Imunopositivni glykolipidy byly zbarveny Sedofialové na bilém pozadi [43].

Tab.8: SloZeni 10x koncentrovaného zasobniho pufru PBS, pH 7,2

Chemikalie MnoZstvi
NaCl 8g

KCl 02¢g
Na,HPO4.12H,0 2,89 ¢
KH,PO,4 02¢g

miliQ H,O doplnit do 11
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3.3.1.4. Denzitometrické vyhodnoceni chromatogramii po imunodetekci
Na chromatogramy, které byly semikvantitativné vyhodnocovany, byla kromé analyzovanych

vzorkd nanesena kalibra¢ni fada standardu B-6-2 glykolipidu (0,2; 0,4; 0,8; 1,2 a 1,6 pmol).
Jako kalibra¢ni roztok byl pro denzitometrické méteni pouzit zasobni roztok B-6-2 glykolipidu
o koncentraci 2 pmol/10 pl chloroform — methanol (1:1, v/v).

Intenzita zbarveni byla vyhodnocovédna na denzitometru CAMAG II pfi 540 nm v odraZzeném

svétle a koncentrace imunopozitivnich glykolipidii byla odectena z kalibraéni kiivky.

3.3.1.5. Kvantitativni analyza neutralnich GSL tandemovou hmotnostni
spektrometrii (ESI-MS/MS)

Pro tandemovou hmotnostni spektrometrii byl u pankreatu pouzit alikvot extraktu odpovidajici
180 ug (kontrola) nebo 90 ug (pacient) proteinu, u plicni tkané alikvot odpovidajici 120 pg
(kontrola) a 60ug (pacient) proteinu. Extrakty byly odpafeny v proudu dusiku pti 45°C a
rozpustény ve 400 ul 5 mM roztoku NH4COOH v methanolu (3,2 mg NH4COOH v 10 ml
methanolu). Vzorky byly intenzivné promichany na Vortexu a sonikovany (Sonorex TK 30,
Némecko) po dobu 5 minut. Vzorky byly aplikovany do hmotnostniho spektrometru pomoci
autosampleru. Nasledné¢ byla provedena -elektrosprejova ionizace spolu s tandemovou
hmotnostni analyzou metodou injekce 20 pl vzorku do toku mobilni faze bez HPLC separace
(FIA-ESI-MS/MS). PouZita mobilni faze byl methanol o pritoku 50 pl/min. SFL byly méteny
v pozitivnim médu metodou monitorovani vice reakci. Byly méfeny dcefiné ionty [M+H]",
které svym m/z odpovidaly lipidiim se spektrem mastnych kyselin v ceramidu od C16 do C26
vcetné hydroxylovanych forem. Produktovy iont byl ion s m/z 264,4. Pro lyso-GbsCer byl jako

dcefiny iont pouZit iont s m/z 282.

3.3.1.6. Imunohistochemicka analyza antigenii krevnich skupin v parafinovych
rezech pankreati

Parafinové fezy pankreatii o sile 4 — 5 um byly piipraveny v histochemické laboratoti UDMP
(pani Marie Kolarova).

Parafinové fezy na mikroskopickych sklickach byly nejprve promyty fadou rozpoustédel a
destilované vody {xylen (5min.), xylen (5min.), xylen (5 min.), aceton (2 min.), aceton (2
min.), ethanol (2 min.), destilovand voda (2 min.), destilovand voda (2 min.)}, aby doslo
k odstranéni parafinu. Poté byla endogenni peroxidasa zablokovana ptisobenim roztoku azidu

sodného {0,05 g azidu sodného bylo rozpusténo v 50 ml miliQ vodé a tésn¢ pred pouzitim
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pridano 5 ml 30% H,O; ) po dobu 30 minut pii laboratorni teploté. V dalsim kroku byla ptimo
na fezy aplikovana primarni protilatka {Monoclonal antibody to Blood Group A (B), mouse
IgM }, fedéna v poméru 1:25 proteinovym blokovacim roztokem (Antibody diluent with
Background Reducing Components). Sklicka s navrstvenou primarni protilditkou byla
inkubovana v lednici pies noc a druhy den byla promyta 4x 5 minut roztokem PBS pfi mirném
michani na tiepacce. Na promyté fezy byla aplikovana 1 kapka sekundarni protilatky (En
Vision+ Systém Labeled Polymer — HRP, anti-mouse) a skli¢ka byla inkubovéana 1 hodinu v
inkubétoru (Inkubator BE 300, Némecko) pti 37 °C . Po uplynuti této doby, byla sklicka s fezy
promyta roztokem PBS 4x 5 minut. Imunoaktivni glykokonjugaty (glykoproteiny) byly
vizualizovany enzymovou reakci exogenni peroxidasy se substratem 3,3‘-diaminobenzidinem
{1 kapka DAB+ Chromogen v 1 ml DAB+ substrate buffer (imidazol-HCI pufr, pH 7,5)}.
Nakonec bylo provedeno barveni jader hematoxylinem, odvodnéni sklicek odvodiiovaci fadou
rozpoustédel {ethanol (1 min.), ethanol (1 min.), aceton (1 min.), aceton-xylen (1:1, 1 min.),

xylen (1 min.)} a montovani fezii pankreatti do solakrylu BMX.

3.3.2. Zatézové experimenty v bunéénych kulturach

3.3.2.1. Priprava glykosfingolipidu B-6-2 znaceného tritiem
Metodami izolace GSL z lidské erytrocytarni membrany se zabyval RNDr. Robert Dobrovolny

ve své diplomové praci [19], kdy pfipravil fadu produktl s riiznym stupném cistoty, z nichz
Cast zstala jesté¢ nezpracovana. Protoze bylo nutné pfipravit Cisty B-6-2 glykolipid pro dalsi
metabolické studie, navazala jsem na jeho praci a zabyvala se analyzou téchto izolovanych
GSL frakci pomoci chromatografickych metod na tenké vrstvé silikagelu. Metody jsou
popsany v oddilu 3.3.1.3. Vybrané preparaty Cistych B-6-2 glykosfingolipidi byly poté pouzity
k radioaktivnimu znaceni na zéklad¢ redukce dvojnych vazeb v ceramidové ¢asti GSL pomoci

tritia. Znaceni provedl Dr. B. Cerny, CSc. z Ustavu nuklearni mediciny 1.LF UK [44].

3.3.2.2. Péstovani kultur lidskych kozZnich fibroblasta a priprava bunééného
homogenatu

Kultury lidskych koznich fibroblasti (viz. kap. 3.1.2.) byly péstovany v prostiedi media

DMEM (Dulbecco’s Minimum Essentials Medium, viz. str.36, Tab.9) obsahujici 10% teleciho

séra v 25 cm? kultiva¢nich lahvich v inkubatoru (CO, Inkubator IGO 150, Francie) pii37°Cas

5% obsahem CO,. Konfluentni buiiky byly sklizeny bud’ uvolnénim bunék ze dna nadob

pomoci trypsinu (I ml 10x koncentrovany trypsin v 9 ml PBS pufru) nebo byly po promyti
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roztokem PBS “sesSkrabany* pomoci plastové Skrabky. Bunééna suspenze byla zcentrifugovana
pii 300g (5°C, 10 min.), medium odsato pipetou a pelety bunék byly bud’ ithned zpracovany
nebo uchovany v mikrozkumavkach pti -20°C [44, 45].

K bunéénym peletdm bylo v mikrozkumavkach pfidano 250 pl miliQ vody a bunky byly
homogenizovany promichanim a sonikaci v ultrasonikatoru (Ultrasonic Procesor, U.S.A.) 3x
10 sekund. Z takto piipravenych bunécnych homogenati byl odebran 50 pl alikvot na
stanoveni proteinu a enzymovych aktivit. Zbylych 200 pl homogenatl bylo pouZzito na extrakci

lipidt dle Folche.

Tab.9: Pfiprava DMEM media

Chemikalie MnoZstvi

7,5 % NaHCOs3 10 ml

100 mM pyruvat sodny 5 ml

200 mM L-Alanin-L-Glutamin 10 ml
Penicilin/Streptomycin 5 ml

DMEM medium doplnit do 500 ml

Ke 400 ml DMEM media v zasobni lahvi bylo pfiddno: 10 ml 7,5% NaHCO3, 5 ml 100 mM
pyruvat sodny, 10 ml 200 mM L-Alanin-L-Glutamin a 5 ml Penicilin/Streptomycin. Zasobni
lahev byla doplnéna do 500 ml DMEM mediem. Nakonec bylo pfidano 10% teleciho séra

3.3.2.3. Stanoveni proteinu
Stanoveni proteinu bylo provedeno obdobné jako u tkanovych homogenati s modifikaci, ze z

50 pl homogenatii fibroblastii bylo odebrano 5 pl pro stanoveni proteinu. Dalsi postup byl

zcela shodny s postupem v odstavei 3.3.1.2.

3.3.2.4. Stanoveni aktivity a-galaktosidasy A v homogenatech koZnich fibroblasti
Ke stanoveni aktivity a-GALA se bézné pouziva synteticky fluorogenni substrat 4-

methylumbelliferyl-a-D-galaktopyranosid (MU-a-Gal). a-GALA katalyzuje hydrolytickou

reakci, pti které vznikd D-galaktosa a 4-methylumbelliferon, jehoz koncentrace se stanovuje

fluorometricky.

Postup byl nasledujici: Reakce byla spusténa smichdnim 10 pg proteinu ve 20 pl homogenatu

fibroblastt s 20 pl roztoku substratu (5 mM MU-a-Gal). Blank byl pfipraven smichdnim 20 pl
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vody s 20 ul substratu. Reakce probihala 30 minut v inkubatoru pti 37°C a poté byla ukoncena
pfidanim 0,6 ml stopovaciho glycinového pufru pH 10,6. Fluorescence uvolnéného 4-
methylembelliferonu (4-MU) a kalibra¢ni fada byla zméfena pii 365/448 nm (ex/em) na
luminiscenénim spektrometru. Pro pfipravu kalibra¢ni fady koncentraci 4-MU byl pouzit

zasobni roztok 1 uM 4-MU v glycinovém pufru, jak je uvedeno v Tab.10 [46].

Tab.10: Kalibra¢ni krivka 4-MU

¢ (nmol/ml) 0 0,2 0.4 0,6
1 uM () 0 240 240 360
0,2 M glycin/NaOH (ul) 600 960 360 240

Stejnym zptisobem, vedle a-GALA, byl méfen i kontrolni enzym B-galaktosidasa (B-GAL) jen
s tim rozdilem, Ze reakce byla spuSténa smichanim 5 pg proteinu ve 20 ul homogenatu
fibroblastii s 20 pl roztoku substratu (2 mM MU-B-galaktosid).

Specificka aktivita enzyma byla vyjadfena v nmol 4-MU uvolnéného ze substratu 1 mg
fibroblastovych proteinti za 1 hodinu.

Vzorec pro vypocet aktivity v homogenatech fibroblastt:

(cvz B cbl )V

m.T

A= [nmol.mg'l.hod'l]

¢y, — koncentrace 4-MU ve vzorku [uM]

cp — koncentrace 4-MU v blanku v [uM]

V — konecny reakéni objem po zastaveni reakce [ml]
T —reakeni ¢as [hod.]

m — celkovy protein v reakci [mg]

Roztok substratu pro fibroblasty: 5 mM MU-a-Gal

1,69 mg MU-0-Gal bylo rozpusténo v 1 ml reakéniho pufru (109,1 ml 0,1 M kyseliny
citronové bylo smichano s 90,9 ml 0,2 M fosfore¢cnanem sodnym, pH 4,5) Nakonec byl ptidan
0,2 M N-acetyl-D-galaktosamin (GalNAc; 44,24 mg na 1 ml reakéniho pufru), potiebny pro
inhibici a-NAGA.

Stopovaci glycinovy pufr: 0,2 M glycin/NaOH pufru, pH 10,6
15,01 g glycinu bylo rozpusténo v cca 800 ml miliQ vody, pH roztoku bylo upraveno 2 M

NaOH na pH 10,6 a roztok byl doplnén v odmérné batice do 1000 ml miliQ vodou.
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3.3.2.5. Extrakce bunécnych homogenati v modifikaci dle Folche [47]
Ke 200 pl homogenatim fibroblastti bylo ptidano 800 pl smési chloroform — methanol (2:1,

v/v). Vzorky byly promichany a zcentrifugovany (centrifuga Jouan BR 4i, CR) pii 300g. Po
centrifugaci vzorkl se utvofil dvoufazovy systém s vysrazenym proteinem v mezifazi. Horni a
dolni faze byla odebranyado Cistych zkumavek, zatimco proteinovy prstenec ziistal nalepen na
sténé zkumavky a byl reextrahovan dalSimi 4 dily smési chloroform — methanol (2:1, v/v). Po
30 minutach pii laboratorni teplot¢ byly lipidni extrakty spojeny a odpafeny v termostatu

v proudu dusiku pti 45°C.

3.3.2.6. Chromatograficka analyza glykosfingolipidi v buné¢nych homogenatech
fibroblastii

Celkova frakce glykosfingolipidii byla analyzovana tenkovrstvou chromatografii (HPTLC —
Fertigplatten, Kieselgel 60). Odparek lipidi byl rozpustén na konecnou koncentraci
odpovidajici 10 pg proteinu/1 pl smési chloroform — methanol (2:1, v/v). Na desticku bylo
aplikovan alikvot 200 pg proteinu 1,5 cm od dolniho okraje na 5 mm start a chromatografie
probéhla v parami vysycené chromatografické komote ve smési chloroform — methanol — voda
(65:35:8, v/v/v) pti laboratorni teploté.

Detekce byla provedena orcinolovym cinidlem, jak uvedeno v kapitole 3.3.1.3.

3.3.2.7. Kvantitativni analyza neutralnich GSL tandemovou hmotnostni
spektrometrii

Pro analyzu tandemovou hmotnostni spektrometrii byl vzdy odebran alikvot bunécného
extraktu odpovidajici 50 pg proteinu. Extrakty byly odebrany pomoci mikrostiikacky Hamilton
a prefiltrovany ptes 0,45 um PTFE filtr. Pro vlastni méteni byl ze vzorku odebréan alikvot 10

pg proteinu a dal$i postup ptipravy byl shodny s postupem popsanym v kapitole 3.3.1.5.

3.3.2.8. Zatézové experimenty v bunécnych kulturach fibroblasti a analyza
vzorki

Priprava substratu

Zasobni roztok substratu [*H]Dihydro-B-6-2 glykolipidu o radioaktivité 26 MBg/5 ml smési
chloroform — methanol (1:1, v/v) byl pfipraven u Dr. B. Cerného (viz. kapitola 3.3.2.1.). Ze
zasobniho roztoku substratu bylo odebrano pozadované mnozstvi smési (0,166 MBg/1

kultiva¢ni lahev) do mikrozkumavky. Po odpafeni rozpoustédla pod proudem dusiku
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v termostatu pii 45°C byla mikrozkumavka se vzorkem vlozena do exikatoru, dale byla
sterilizovana pfidavkem malého objemu smési chloroform — methanol (2:1, v/v) a pomoci
vakua odpafena do sucha. Exikdtor byl nasledné pienesen do laminarniho boxu, kde byl
otevien. Ke vzorku bylo pfidano 200 pl dimethylsulfoxidu, mikrozkumavka byla uzaviena
parafilmem a poté sonikovana 10 minut pii 60% vykonu sonikatoru (Ultrasonic Homogenizer
4710, U.S.A.). V lamindrnim boxu byla zkumavka oteviena a za intenzivniho michéni na
Vortexu byl pfidan substrat (0,166 MBq/1 kultiva¢ni lahev) k pozadovanému mnozstvi ptedem
pripraveného DMEM media s 1% teleciho séra. (3 ml media/l 1ahev). Nakonec byl ptidan 500
uM conduritol B-epoxid jako inhibitor B-glukocerebrosidasy (24 pl 10 mg/ml zasobniho
roztoku CBE/1 kultiva¢ni lahev). Takto pfipravené medium bylo pfidano k napéstovanym
bunécnym kulturdm fibroblasti (viz. kap. 3.3.2.2.) kontrolnich bun¢k, bun¢k s deficitem a-
GALA, s deficitem a-NAGA, s prosaposinovym deficitem a deficitem saposinu B. Buiiky byly
inkubovany v CO, inkubatoru (Inkubator IGO 150, Francie) pii 37°C a 5% obsahu CO, po
dobu 5 dnii a poté sklizeny uvolnénim ze dna lahvi 2 ml trypsinu v PBS pufru (1 ml 10x
koncentrovany trypsin v 9 ml PBS pufru). Bunécna suspenze byla zcentrifugovana pii 300g
(5°C, 10 min.), medium odsato pipetou a pelety bun€k byly bud’ ihned zpracovany nebo

uchovany v mikrozkumavkéch piti -20°C.

Analvza vzorku

Sklizené pelety lidskych fibroblastli byly homogenizovany ve 250 pl miliQ vody (viz. kap.
3.3.2.2.). 50 ul homogenatu bylo odebrano pro stanoveni proteinu ve vzorku (viz. kap. 3.3.1.2.)
a zbylych 200 pul homogenatu bylo pouzito na extrakci dle Folche (viz. kap. 3.3.2.5.).

Celkova frakce glykosfingolipidii byla analyzovana tenkovrstvou chromatografii (TLC —
Fertigplatten, Kieselgel 60, 20x 20 cm). Odparek lipida byl rozpustén v 50 pl chloroform —
methanol (2:1, v/v). Na desticku byl aplikovan cely objem 2 cm od dolniho okraje na 1 cm start
a chromatografie prob¢hla ve vysycené komoie ve smési chloroform — methanol — voda
(70:30:5, v/v/v) pti laboratorni teploté. Méfeni radioaktivity substratu B-6-2 glykolipidu a
glykosfingolipidovych produkti jeho degradace bylo provedeno na linearnim scanneru (TLC

analyzer V2.05, Némecko).
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3.3.3. Priprava substratu Gb,Cer s neradioaktivni znackou

3.3.3.1. N-deacylace Gb,Cer solubilni SCDasou v pritomnosti BSA — priprava lyso-
derivatu

Do mikrozkumavek bylo odméfeno 2x 750 nmol zasobniho roztoku GbsCer (izolace R.
Dobrovolny [19]). Rozpoustédlo bylo odpaieno pod proudem dusiku a kazdy vzorek byl
rozpu$tén v 1 ml acetdtového pufru s 1% BSA {14,8 ml 0,2 M CH3;COOH bylo smichano
s 35,2 ml 0,2 M CH3COONa.3H,0, pH bylo upraveno na 6,0 a nakonec byl pfidan 1 g BSA}.
Vzorky byly promichany a sonikovany (Ultrasonic Homogenizer 4710, U.S.A.) a do kazdé
mikrozkumavky bylo v pribé¢hu dvoudenni inkubace (Inkubator BE 300, Némecko) pii 37°C
pfiddno celkem 65 ml.U. solubilni SCDasy. Reakce byla ukoncena piidavkem 200 pl
methanolu a néaslednym odpafenim roztokd v proudu dusiku v termostatu pii 45°C. Vytézek
reakce byl stanoven HPTLC (viz. kap. 3.3.1.3. a 3.3.1.4.) snaslednym denzitometrickym
vyhodnocenim za pouziti kalibraéniho roztoku GbsCer pro sestaveni kalibracni kiivky o
koncentracich 0,1; 0,2; 0,5, 1,0; 1,5 nmol/ul. Nezreagovany GbsCer byl od lyso-GbsCer
produktu oddélen na kapalinovém chromatografu za pouziti HPLC kolony 15 cm x 3 mm a za
pouziti smesi chloroform — methanol — vody (65:35:8, v/v/v) jako mobilni faze. Jednotlivé
lipidni frakce byly sbirany po 0,6 ml pomoci automatického sbérace frakei, Cistota byla
kontrolovana HPTLC (viz. kap. 3.3.1.3.) a vytézek vyhodnocen denzitometricky (viz. kap.
3.3.1.4.) [ 48, 49].

3.3.3.2. Syntéza isoformy C19:0 Gb,Cer imobilizovanou SCDasou z deacylovaného
Gb4Cer (lyso-Gby)

Ke 20 nmol vzorku lyso-GbsCer, ziskaného v pifedchozim kroku, bylo pfiddno 20 nmol
zéasobniho roztoku kyseliny nonadekanové (C19:0 MK) v methanolu. Do mikrozkumavky bylo
k odparku pfidano 0,5 ml 0,1 M fosfatového pufru s 0,1% Tritonem X-100 (57,7 ml 0,1 M
Na,HPO4.2H,0 bylo smichano s 42,3 ml 0,1 M NaH,P0O4.2H,0 a ptidano 0,1% Triton X-100).
Vzorek v mikrozkumavce byl promichdn na Vortexu a sonikovan (Ultrasonic Homogenizer
4710, U.S.A.) po dobu dvou minut. Obsah zkumavky byl néasledné prenesen do zkumavky s
SCDasou imobilizovanou na celulosovych partikulich, jejiz pfipravou se zabyval L. Kuchat
[50] a resyntéza probihala po dobu 20 hodin pti 37°C v inkubatoru (Inkubator BE 300,
Némecko). Po ukonceni doby inkubace byl supernatant se vzorkem pienesen do sklenéné
zkumavky, roztok odpaten v proudu dusiku a vzorek rozpustén ve 300 pl smési chloroform —
methanol (1:1, v/v). Vytézek reakce byl stanoven HPTLC analyzou s naslednym

denzitometrickym vyhodnocenim (viz. kap. 3.3.1.3.a3.3.1.4 ) [51].
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4. Vysledky

4.1. Analyza glykolipidt krevni skupiny B v pankreatu a plicni
tkani pacientu s Fabryho chorobou

Analyza celkovych glykolipidi krevni skupiny B byla provedena v extraktech z autoptickych
vzorkll pankreatu a plicni tkané u pacienti s FD a u kontrol.

Nejprve bylo potieba ziskat kontrolni vzorky tkani krevni skupiny B k porovnani uklddani
analyzovanych glykosfingolipidid v tkanich pacientl s FD. Metodami popsanymi v kapitole
3.3.1. bylo zcelkovych 15 vzorkii pankreati vyhodnoceny pouze dva s pozitivitou krevni
skupiny B. Priklad této analyzy zobrazuje Obr.9 (viz str. 42). U plicni tkan¢ bylo obdobné
analyzovéno celkem Sest vzorkl, ani u jednoho vSak nebyla prokdzana pozitivita pro krevni

skupinu B.

V dalsim kroku bylo zjistovano zastoupeni neutralnich glykosfingolipidii i glykolipidi krevni
skupiny B v obou tkéanich. Z orcinolové detekce neutralnich GSL izolovanych z pankreatické
tkané (viz. str. 43, Obr.10) je patrné zvySené ukladani globotriaosylceramidu (Gb;Cer),
nejbéznejsiho prirozeného substratu o-GALA, u pacienti s FD v porovnani s kontrolnimi
vzorky. Pozoruhodné ale je masivni ukladani glykolipidi krevni skupiny B u pacienta s FD
s touto krevni skupinou, porovname-li jeho spektrum glykosfingolipidd s jinym pacientem s
krevni skupinou A a s kontrolami. U plicni tkané tak vyrazné ukladdani glykolipidii krevni
skupiny B prokazano nebylo, ackoliv zény jsou po imunodekci dobie zietelné (viz. str. 44,

Obr.11). Hlavnim hromadénym lipidem byl klasicky GbsCer.

Stanoveni glykolipidii krevni skupiny B bylo provedeno semikvantitativni denzitometrickou
metodou, popsanou v kapitole 3.3.1.4. a tyto vysledky shrnuje Tab.11 (viz. str. 45). Z uvedené
tabulky je zfejmé 10 — 20x zvySena koncentrace vSech tii sledovanych glykolipidovych
antigenl v pankreatu pacienta v porovnani s kontrolnimi vzorky. Dal$im pozoruhodnym
zjisténim byla 300x zvySena koncentrace glykolipidovych antigenti krevni skupiny B
v pankreatu pacienta oproti naleziim v plicni tkdni. Totéz prokazala i doplnujici orcinolova

detekce.

Zastoupeni jednotlivych neutralnich glykosfingolipidi (SM, GlcCer, LacCer, GbsCer, GbsCer

a lyso-Gb;Cer) bylo kvantitativné zméteno pomoci FIA-ESI MS/MS. Vysledky méfeni jsou
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uvedeny v Tab.12 (viz. str. 45), ze které je zfejmy obecné vyssi obsah neutrdlnich glykolipidu,
zejména Cer, LacCer, Gbs;Cer a Gb4Cer, v plicni tkéni oproti jejich koncentraci v pankreatu. U
pacientl s FD je patrny zvySeny obsah Gbs;Cer dosahujici aZ 20ndsobku hodnot u kontrolnich
vzorkll. V pankreatické tkani je zvySend koncentrace GbsCer zejména u pacienta s FD krevni
skupiny 0 a je az 10x vyss§i v porovnani s kontrolnimi vzorky. U pacienta s FD krevni skupiny
B je ukladany Gb;Cer jen 5x vysSi nez u kontrolnich vzorkl, coz je vyraznd zména oproti

situaci u glykolipida krevni skupiny B (viz. vySe a str.45, Tab.11 a 12).

GlcCer A B C
LacCer
Gb3Cer = ,
Gb4aCer & W%
pa— I
B
o oy
. &= ..
i R o IR, 0 e

S1 S2 KI K2 K3 S2 KI K2 K3 S3 KI K2 K3

Obr.9: Priklad TLC analyzy glykosfingolipidii krevnich skupin p¥i vybéru kontrolnich

vzorki pankreatu krevni skupiny B

Chromatogram A — chemicka detekce pomoci orcinolového cinidla; chromatogram B — imunodetekce
pomoci my$i monoklondlni protilatky proti krevni skupiné B; chromatogram C — imunodetekce pomoci
mys$i monoklonalni protilatky proti krevni skupiné A. Vzorky: S1 — standard neutralnich GSL; S2 —
komplexni smés B-glykolipidli; S3 — komplexni smés A-glykolipid; K1 — K3 — kontroly. Vyvijejici

chromatograficka soustava chloroform — methanol — voda (65:35:8, v/v/v).
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Obr.10: TLC analyza extraktii pankreatii pro denzitometrické semikvantitativni

stanoveni glykolipidu krevni skupiny B

Chromatogram A — chemicka detekce orcinolovym ¢inidlem; chromatogram B — imunodetekce pomoci
mysi monoklonalni protilatky proti krevni skupin€¢ B. Vzorky: S1 — standard neutralnich GSL; S2 —
komplexni smés B-glykolipidi;; K1 a K2 — kontroly (orcinol: naneseny alikvoty 150 pg proteinu,
imunodetekce: alikvoty 30 pg proteinu); PB — FD pacient krevni skupina B (orcinol: naneseny alikvoty
150 pg proteinu, imunodetekce: PBa, PBb, PBc = alikvoty 1,5; 3; 4,5 pg proteinu); PO — FD pacient
krevni skupiny 0 (orcinol: alikvot 150 pg proteinu); C1 — C5 kalibracni fada standard B-6-2 glykolipidu

(4 — 32 pmol). Vyvijejici chromatograficka soustava: chloroform — methanol — voda (65:35:8, v/v/v).
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Obr.11: TLC analyza extrakti plicni tkané pro denzitometrické semikvantitativni

stanoveni glykolipidu krevni skupiny B

Chromatogram A — chemické detekce pomoci orcinolového €inidla; chromatogram B — imunodetekce
pomoci mysi monoklondlni protilatky proti krevni skupiné B. S1 — standard neutrdlnich GSL; S2 —
komplexni smés B-glykolipidd K1, K2, K3 a K4 — kontroly (orcinol: naneseny alikvoty 150 pg
proteinu); PB — FD pacient krevni skupina B (orcinol: naneseny alikvoty 150ug proteinu,
imunodetekce: PBa,PBb,PBc = alikvoty 5; 12,5; 30 pg proteinu); PO — FD pacient krevni skupina 0
(orcinol: alikvot 150 pg proteinu); C1 — C5 kalibra¢ni fada standard B-6-2 glykolipidu (4 — 32 pmol).

Vyvijejici chromatografické soustava: chloroform — methanol — voda (65:35:8, v/v/v).

B-glykolipidy nejsou v plicich vyrazné zvyseny (srovnej se vzorky pankreatu PB a PO v Obr.10

(viz. str.43) a se vzorky PBa,b,c v Obr.10, kde je mnohondsobn¢ niz§i nanaska vzorku)
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Tab.11: Hodnoty koncentraci B-GL izolovanych z pankreatii a plic, odectenych
z kalibra¢ni krivky B-6-2 glykolipidu denzitometricky

Vzorek Tkan Koncentrace B-9-2 Koncentrace B-7-2 Koncentrace B-6-2

[nmol/pg proteinu] [nmol/ug proteinu] [nmol/pg proteinu]

Kontrola 1  pankreas 7.4 18,8 17,1
Kontrola 2  pankreas 8,7 5,6 38,3
Pacient FD pankreas 114,6 285,6 2749
Pacient FD  plice 0,673 1,036 1,142

B-6-2 GL: hexasacharidovy glykolipid krevni skupiny B z neolaktosérie
Gal(al—3)[Fucal—2]Gal(p1—4)GIcNAc(B1—3)Gal(p1—4)Glc(pl1—1)Cer

B-7-2 GL: heptasacharidovy glykolipid krevni skupiny B

Gal(al—3)[Fucal —2]Gal(B1—4) Fucal -4]GlcNAc(B1—3)Gal(f1—4)Glc(B1—1)Cer

B-9-2 GL: dekasacharidovy glykolipid krevni skupiny B

Gal(al—3)[Fucal —2]Gal(B1—4)Gal(al—3)[Fucal -4]Gal(f1—4)GIcNAc(B1—3)Gal(f1—4)Glc(p
1—1)Cer

Tab.12: Hodnoty koncentraci neutralnich GSL izolovanych z pankreati a plic,

analyzovanych tandemovou hmotnostni spektrometrii (FIA-ESI-MS/MS)

Vzorek  Tkan Cer GlcCer LacCer Gbs;Cer GbsCer SM

[ng/ng proteinu]
K plice 33+14 09+06 62+48 17+08 14+06 39,7+6,1
PB plice 25 1,6 7,2 26,0 1,2 67,4
PO plice 4,0 1,9 18,9 31,1 0,9 44,1

K pankreas 13+04 15+10 21%08 08%01 04+02 265+11,5
PB pankreas 1,9 4,6 11,6 5,4 0,3 16,4
PO pankreas 0,8 1,1 6,0 10,2 0,2 13,4

K — aritmeticky primér hodnot ze ¢tyt kontrol (K1,K2,K3,K4) + vybérova smérodatna odchylka; PB —
FD pacient krevni skupiny B; PO — FD pacient krevni skupiny 0; ~ frakce LacCer obsahuje

laktosylceramid a digalaktosylceramid
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Imunohistochemicka analyza antigeni krevni skupiny B

V dalsim kroku byla provedena analyza antigent krevni skupiny B v parafinovych fezech
pankreatl pacienta s FD a krevni skupinou B a kontroly, metodou popsanou v kapitole 3.3.1.6.,
s cilem porovnani exprese téchto antigend u Fabryho nemoci a pro ziskani prehledu o expresi
v riznych ¢astech pankreatu (viz. str. 47 — 48, Obr.12 — 15). Za téchto podminek (pouzitim
parafinovych fezl) Ize detekovat pouze glykoproteiny krevni skupiny B, jelikoz lipidni slozky
jsou odstranény ze vzorku pii odvodnéni tkdn€ organickymi rozpoustédly.

U pacienta s FD je silnad pozitivita antigeni krevni skupiny B v apikéalni ¢asti cytoplasmy
acinarnich bunék. Obraz je prakticky uniformni v rdmci exokrinni ¢asti pankreatu (viz. str. 47,
Obr.12 a 13). V kontrolnim pankreatu je pozitivita méné intenzivni a jsou velké rozdily
v expresi antigenu mezi jednotlivymi aciny exokrinniho pankreatu (viz. str.48, Obr.14). Rada
znich nevykazuje pozitivni signal. Na obrazcich jsou dale zobrazeny neexprimujici
Langerhansovy ostravky, epitelidlni bunky vyvodu a vazivova septa oddélujici jednotlivé
lalticky slozené z acinarnich bunék.

Vzhledem k tomu, ze stfddanim postizené lysosomy v pankreatu s FD akumuluji i znacné
mnozstvi autofluorescentniho ceroidu, korelovali jsme tuto autoflorescenci se signalem pro B-
glykoproteinovy antigen. Autofluorescentni lysosomy vSak nevykazovaly Zadny signal pro
antigeny krevni skupiny B (viz. str.48, Obr.15). Kdyby byl tento signal dostatené silny, doslo
by az k potlaceni autoflorescence lysosomil. Lze tedy fici, Ze stfddanim postizené lysosomy
v pankreatu s FD neakumuluji detekovatelné mnozstvi glykoproteinového homologu krevni

skupiny B.
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exokrinni pankreas

Langerhansiv ostrivek

(x40) zvétseni

(objektiv x10)

Sipky oznacuji apikalni oblast acinarni bunky

------- vyvod z pankreatu a jeho obsah

_____ epitelidlni buitky vyvodu

------ vazivova septa oddé€lujici
jednotlivé lalticky

------- exokrinni pankreas

Obr.13: FD pankreas, krevni skupina B
(objektiv x40)
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Obr.14: Kontrolni pankreas, krevni skupina B (objektiv x20)

Obrazek vlevo znazomuje rozdilnou expresi (mozaiku) B-glykoproteinti v acinarnich bunkach. Na

obrazku vpravo je zobrazen vyvod z pankreatu a jeho obsah.

Obr.15: Kontrolni pankreas, krevni skupina B (objektiv x60)

Na obrazku vlevo je modrou Sipkou zobrazen autofluorescentni ceroid, stejné misto na

obrazku vpravo nevykazuje zadny vyrazny signal pro antigen krevni skupiny B.
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4.2. Zatézoveé experimenty v bunéénych kulturach

4.2.1. Piprava [°H]B-6-2 glykolipidu

Kvli komercéni nedostupnosti tohoto pfirozené¢ho substratu a-GALA, bylo nutné jej ptipravit
v laboratofi. Metodami popsanymi v kapitole 3.3.2.1. byl ziskdn Cisty preparit B-6-2
glykosfingolipidu (Obr.16), jehoz struktura byla ovéfena metodou ESI-MS a ktery byl pouzit
k zna&eni tritiem v ceramidové &asti. Znadeny ["H]B-6-2 glykolipid o celkové radioaktivité 26
MBq byl dale pouzit jako substrat pro zatéZzové experimenty v mutantnich a kontrolnich

bunkach.

Orcinolova detekce Imunodetekce
—
- - o\t G == g weH]-6-2 glykolipid
:‘ - - - -
.an-‘b.._,, .;..T, . L iy ..-..IR. ,—.. i ..r.

Vzorek €.10 vybran jako nejvhodnéjSi pro znaceni triciem v ceramidové ¢asti

Obr.16: Priklad analyzy archivovanych vzorku glykolipidii krevni skupiny B

z erytrocytarni membrany pro vybér B-6-2 glykolipidu pro znaceni tritiem.

4.2.2. Analyza kultivovanych koznich fibroblastt: in vitro aktivity enzymi
a analyza sfingolipida
V dalsi ¢asti prace byly ptfipraveny nasledujici kultury lidskych koznich fibroblastii: kontrolni

bunky, buniky s deficitem a-GALA (Fabryho choroba), s deficitem a-NAGA (Schindlerova
choroba), buniky s deficitem prosaposinu a s deficitem saposinu B (viz. kap. 3.3.2.2.).

Cast bundk byla pouZita pro in vitro stanoveni aktivity a-GALA se syntetickym
fluorescencnim substratem (s inhibici a-NAGA a bez inhibice), aktivity B-galaktosidasy jako
kontrolniho enzymu a aktivity a-NAGA. Naméfené hodnoty téchto aktivit shrnuje Tab. 13
(viz. str.50). U pacienti s FD byla po inhibici a-NAGA aktivita o-GALA blizkd nule
v porovnani s kontrolnim vzorkem. Pfi méfeni bez inhibice byla pfitomna malad rezidudlni
aktivita. U bun¢k s deficitem prosaposinu byly in vitro aktivity vSech méfenych enzymi

normdlni. Naopak v buiikidch pacienti s Schindlerovou chorobou byl jednoznaéné potvrzen

deficit a-NAGA.
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Stejné homogenaty bunék byly dale pouzity ke kvantitativnimu stanoveni jednotlivych
sfingolipidi (SM, GlcCer, LacCer, Gbs;Cer, GbsCer a lyso-Gbs;Cer) pomoci FIA-ESI MS/MS
(viz. str.51, Tab.14). Pro lepsi orientaci byla jest¢ provedena dopliujici chromatograficka
analyza na tenké vrstve silikagelu (viz. str.51, Obr.17). Z hodnot namétenych FIA-ESI MS/MS
jsme zjistili az 4x vyssi obsah Gbs;Cer u pacienta s deficitem a-GALA. Ostatni GSL se
pohybuji v rozmezi normalnich hodnot. Deficit prosaposinu méa za nasledek vétsi pocet
nedegradovanych GSL a to zejména Cer a LacCer, jejichZz hodnoty jsou az 5x vyssi
v porovnani s kontrolou, dale pak GlcCer a GbsCer. U deficitu saposinu B pozorujeme pouze
mirné zvySeny Gbs;Cer. U deficitu a-NAGA nebyly zjistény zadné vyznamné zmény ve spektru
sfingolipidu.

Tab.13: Hodnoty aktivit a-galaktosidasy A v lidskych fibroblastech

Vzorek Aktivita a-GALA  Aktivita B-GAL  Aktivita a-GALA  Aktivita a-NAGA
(inhibice [nmol.mg”.hod'] (bez inhibice [nmol.mg™ .hod™']
a-NAGA) a-NAGA)

[nmol.mg'l.hod'l] [nmol.mg'l.hod'l]

FD pacient 1 (C) 0,5 364 3,4 102

FD pacient 2 (H) 0,87 1032 5,0 126

Deficit a-NAGA 34,2 5136 35,6 1,9

Deficit 86 1033 104 111

prosaposinu

Kontrola HD 54,5 576 66 136

Kontrola KU 34,5 324 39,6 106
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Tab.14: Koncentrace neutralnich GSL v extraktech koZnich fibroblastii, analyzovanych

tandemovou hmotnostni spektrometrii (FIA:EST MS/MS)

Vzorek Cer Lyso- GlcCer  LacCer Gb3Cer Gb4Cer SM
GlcCer
[ng/ug proteinu]

Deficit
a-GALA (C) 0,8 0,7 4,4 0,6 11,4 1,3 38,1
Deficit
prosaposinu 4,7 0,6 7.4 2,6 6,4 1,2 29,9
Deficit
SAP-B 0,7 0,7 3,0 0,4 5,5 1,1 36,8
Deficit
a-NAGA 0,8 0,7 1,6 0,3 4,1 1,6 34,4
Kontrola 0,9 0,7 2.4 0,4 2.9 1,2 39,1

GlcCer

LacCer

GbsCer -

-0 =
Gb4Cer e

S K DI D2 D3 D4

Obr.17: TLC analyza neutralnich GSL v extraktech lidskych koZnich fibroblasti
Chromatogram — chemicka detekce orcinolovym ¢inidlem. Vzorky: S — standard neutralnich GSL; K —
kontrola; D1 — deficit prosaposinu; D2 — deficit a-NAGA; D3 — deficit a-GALA; D4 — deficit saposinu-

B. Vyvijejici chromatograficka soustava: chloroform — methanol — voda (65:35:8, v/v/v).

Vyrazné zvySeni glykosfingolipidl s 1 — 3 monosacharidy u prosaposinového deficitu, zvySeni

GbsCer u deficitu aktivity a-GALA (Fabryho choroba).
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4.2.3. Vyhodnoceni zatézovych experimentt se substratem [*H]B-6-2
v kulturach koznich fibroblast

Dalsi &ast bungk byla pouzita k pétidennim zatéZovym experimentim se znatenym ["H]B-6-2
glykolipidem s naslednym vyhodnocenim tvorby produktii. Integratni hodnoty radioaktivit,
vztazené na protein, shrnuje Tab.15.a Obr.18. (viz. str.53) Do vSech buné¢énych kultur byl
pfidan conduritol B-epoxid, inhibitor B-glukocerebrosidasy, aby se zastavilo odbourani
glukosylceramidu  (GL-1), ktery je  poslednim  glykolipidem v katabolickém
schématu.V bunkach s deficitem a-GALA, a-NAGA a saposinu B jsme nepozorovali zadnou
vyraznou akumulaci ani u jednoho ze sledovanych glykolipida. V ptipad€ deficitu prosaposinu
byl zjistén vyznamny blok v odbouravani glykolipidd se ctyfmi (GL-4) a dvéma (GL-2)

monosacharidy v fetézci (viz str.53, Obr.18).

Tab.15: Zatézové experimenty v kulturach fibroblasti s glykolipidovym substratem
[FH|B-6-2 v pritomnosti CBE inhibitoru

Zéaznamy radioscaneru v arbitrarnich jednotkach vztazené na pg protein.

Vzorek Substrat B-6-2 GL-5 GL-4 GL-3 GL-2 GL-1 Celkova tvorba
znaceny tritiem produktt [%]

Deficit 214 12 12 13 12 102 41

a-GALA (C)

Deficit 360 17 74 23 67 8 34

prosaposinu

Deficit 180 13 12 6 15 102 45

Sap-B

Deficit 200 21 12 6 14 95 43

a-NAGA

Kontrola 212 9 8 16 11 127 45

Hodnoty uvedené v tabulce jsou pfistrojové odezvy radioscaneru za 10 minut.

B-6-2 GL: hexasacharidovy glykolipid krevni skupiny B z neolaktosérie

Gal(al—3)[Fucal —-2]Gal(B1—4)GlcNAc(B1—3)Gal(B1—4)Glc(B1—1)Cer

GL-5 — GL-1I: glykolipidy, kde ¢islice udava pocet zbylych sacharidovych jednotek pti postupném
odbouravani B-6-2 glykolipidu piislusnymi glykosidasami od neredukujiciho konce oligosacharidového

fetézce
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Obr.18: Vysledky zatéZovych experimenti s glykosfingolipidem [*H] B-6-2 v bunéénych
kulturach fibroblasti v piitomnosti CBE. Integra¢ni hodnoty radioaktivit (v procentech)
vztaZené na protein.

B-6-2 GL: hexasacharidovy glykolipid krevni skupiny B z neolaktosérie

Gal(a1—3)[Fucal —2]Gal(Bl—4)GIcNAc(B1—3)Gal(B1—4)Gle(B1—1)Cer

GL-5 — GL-1: jsou glykolipidy, kde ¢islice udava pocet zbyvajicich sacharidovych jednotek pii
postupném odbouravani B-6-2 glykolipidu

Prosaposinovy deficit je charakterizovan vyraznou zménou spektra GSL
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4.3. Priprava substratu Gb,Cer s neradioaktivni znackou

Pro ptipravu GbsCer s neradioaktivni znackou (C19:0 Gb4Cer) bylo nejprve potieba piipravit
jeho lyso-derivat N-deacylaci GbsCer pomoci solubilni komeréni SCDasy v pfitomnosti
detergentu (viz. kap. 3.3.3).

Pti optimalizaci podminek byly vyzkouSeny dva typy reakci, obsahujici bud’ detergent (Triton
X-100) nebo BSA. Ob¢ reakce probihaly za stejnych podminek (viz. kap.3.3.3.1) a vytézky
byly stanoveny denzitometricky. Vysledky shrnuje Obr.19 (viz str. 55). Lepsi vytézek poskytla
reakce s BSA (30%) oproti reakci obsahujici Triton X-100 (15%).

Pro zpétnou reakci k piipraveé isoformy C19:0 GbsCer imobilizovanou SCDasou bylo nejprve
nutné oddélit nezreagovany substrat od jeho produktu a ptipadnych kontaminujicich latek na
HPLC koloné. Jako mobilni faze byla pouzita smés chloroform — methanol — voda (65:35:8,
v/viv). Cistota jednotlivych lipidnich frakei byla kontrolovana HPTLC (viz. str.55, Obr.20).
Frakce odpovidajici lyso-GbsCer byly spojeny a Cistota spojeného vzorku byla prokdzéana
pomoci FIA-ESI MS (viz. str. 56, Obr.21).

Zpétna reakce byla spusténa nejprve bez ptitomnosti detergentu. Pro maly vytézek produktu,
(40%), proto byl nadale do reakéni smési pridavan detergent 0,1% Triton X. Vytézek této
reakce se pohyboval okolo 90% (viz. str.55, Obr.22). Pomoci FIA-ESI MS/MS bylo poté
zjiStovano zastoupeni jednotlivych isoforem v resyntetizovaném GbsCer. Z Obr.23 (viz. str.
57) je vSak patrné, ze krom¢ pozadované isoformy C19:0 GbsCer vzorek obsahoval znacny
podil kontaminujicich isoforem C16:0 a C18:0 Gb4Cer.

Imobilizovany enzym byl proto znovu dukladné promyt a zaroven byla provedena i kontrola
Cistoty kyseliny nonadekanové, kterad byla k resyntéze pouzita. Pfimés kyselin C16:0 a C:18:0
nebyla prokazana (viz. str. 57, Obr.24). Proto byla déle provedena chloroform — methanolova
extrakce lipidi v komerénim preparatu SCDasy a nasledné analyza mastnych kyselin pomoci
FIA-ESI MS/MS. Touto metodou byla v extraktu prokazana pfitomnost obou mastnych
kyselin, C16:0 a C18:0 (viz. str. 58, Obr.25).
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s s lyso-GbyCer

Cl C2 C3 C4 C5 H H
Obr.19: HPTLC analyza pro denzitometrické stanoveni vytéZku lyso-Gb4Cer ziskaného
N-deacylaci Gb4Cer solubilni SCDasou v pritomnosti BSA
Chromatogram — chemicka detekce pomoci orcinolového ¢inidla. Vzorky: Cl1 — C5 kalibracni fada
standard Gb,Cer (0,05 — 1 nmol); H — vzorky Gb,Cer po N-deacylaci solubilni SCDasou v ptitomnosti
BSA, které¢ probihaly v doubletech (vytézky obou reakci okolo 30%). Vyvijejici chromatograficka

soustava: chloroform — methanol — voda (65:35:8, v/v/v).

GbsCer ..

lyso-GbsCer  wm * 9

S 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Obr.20: HPTLC analyza HPLC frakci pri kontrole ¢istoty pripraveného lyso-GbsCer
separovaného od substratu GbsCer
Chromatogram — chemicka detekce pomoci orcinolového c¢inidla; 1 — 15 jednotlivé lipidni frakce

sbirané po 0,6 ml objemech. Vyvijejici chromatografickd soustava: chloroform — methanol — voda

(65:35:8, v/v/v).
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Obr.21: FIA-ESI-MS analyza pripraveného lyso-GbsCer - nej¢istSi HPLC frakce, ktera
byla pouzita pro zpétnou reakci pii syntéze isoformy C19:0 Gb4Cer imobilizovanou
SCDasou (frakce 4 na str.55, Obr.20)

Reakéni smés: 750 nmol GbsCer + 1 ml acetatového pufru s 1% BSA + 65 ml.U. solubilni SCDasy
Vzorek k analyze: 0,25 nmol lyso-GbsCer ve 400 pl ionizacniho roztoku: 5 mM roztok NH,COOH
v methanolu

Meéveni: 1 minutovy scan v pozitivnim rezimu

Cer

-Gb4Cer

Cl1 c2 €3 ¢4 C5 S RI R2

Obr.22: TLC analyza pro denzitometrické stanoveni vytéZku isoformy C19:0 Gb4Cer.
Resyntéza pomoci imobilizované SCDasy z deacylovaného Gb4Cer (lyso-Gb4Cer).
Chromatogram — chemicka detekce pomoci orcinolového cinidla. Vzorky: C1 — C5 kalibracni tada
standard Gb4Cer (0,05 — 1 nmol); S — standard; R1 — zpétna reakce (resyntéza) bez pridavku detergentu
(vytézek reakce: 40 %); R2 — zpétna reakce (resyntéza) s ptidavkem 0,1 % Tritonu X-100 (vytézek

reakce: 90 %). Vyvijejici chromatografickd soustava: chloroform — methanol — voda (65:35:8, v/v/v).
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Obr.23: FIA-ESI MS/MS analyza isoforem nové syntetizovaného Gb4Cer po reakci s

imobilizovanou SCDasou

Reakcéni smés: 20 nmol lyso-GbsCer + 20 nmol kyseliny nonadekanové (C19:0) + 0,5 ml 0,1 M

fosfatového pufru s 0,1 % Tritonem X-100 + imobolizovana SCDasa

Vzorek kanalyze: 0,2 nmol GbsCer ve 400 pl ioniza¢niho roztoku: 5 mM roztok NH,COOH

v methanolu

Meéreni: 1 minutovy scan prekurzorovych iontll obsahujicich dcefiny iont o m/z 264,4 v pozitivnim

rezimu
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Obr.24: FIA-ESI-MS analyza kontroly Cistoty kyseliny nonadekanové

Vzorek k analyze: 10 nmol kyseliny nonadekanové ve 200 pl methanolu (1 min. scan v negat. rezimu)
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Obr.25: ESI-MS/MS analyza celkového chloroform — methanolového extraktu komeréni

SCDasy
Vzorek k analyze: Extrakce 5 ml.U. SCDasy smési chloroform — methanol (2:1, v/v), chloroformova
faze odpatena a pred analyzou rozpusténa ve 200 pl methanolu

Meéreni: 1 minutovy scan v negativnim rezimu
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5. Diskuse

5.1. Analyza glykolipidu krevni skupiny B v pankreatu a v plicni
tkani pacientu s Fabryho chorobou

Vroce 1974 zjistili Wherett a Hakomori [22] v pankreatu FD pacienta, ze kromé
digalaktosylceramidu a globotriaosylceramidu dochdzi k hromadéni jesté dalsi nezndmé latky,
jejiz vysoké koncentrace nebyla v jinych organech pozorovana. Pomoci chromatografickych
metod dale zjistili, Ze tato latka lipidniho charakteru putuje v tenké vrstvé silikagelu pomaleji
nez znamy glykolipid s pentasacharidovym fetézcem, coz nazacovalo, ze se jedna o glykolipid
s hexasacharidovym fetézcem. Zjistili, ze obsahuje fukosu, galaktosu, glukosamin a glukosu
v molarnim poméru 1:3:1:1, Ze koncové trisacharidovd determinanta vykazuje antigenni
vlastnosti shodné s B-imunopozitivnimi GSL erytrocytarni membrany a posléze potvrdili
strukturu glykolipidnich B antigenti.

V minulém roce jsme méli v UDMP vyjimeénou piileZitost analyzovat autopticky material
dalsiho FD pacienta s krevni skupinou B a pokusit se odpoveédét na otdzku, do jaké miry se B
glykolipidy podili na substratové zatézi u této jinak metabolicky dobie definované poruchy.
Zamg¢ftili jsme se na pankreas a plice.

Pro tuto analyzu bylo nejprve zapotiebi ziskat kontrolni vzorky tkani B krevni skupiny, aby
bylo mozné porovnat skladbu glykolipidového spektra u kontrol a u pacientii s FD. Mezi 15
archivovanymi vzorky pankreatli se vSak podafilo prokazat krevni skupinu B jen u dvou
vzorki, mezi 6 vzorky plic nebyla zachycena ani jedna krevni skupina B. Tento nizky zachyt je
dan statisticky nizkym zastoupenim této krevni skupiny v evropské populaci, kde krevni
skupina B tvoii pouhych 8,5 % [32].

Zajimavym nalezem v nasi studii byl obecné vétsi obsah neutralnich sfingolipidll, zejména Cer,
LacCer, GbsCer a Gb4Cer, v plicni tkani kontrol nez-li v pankreatu. U Fabryho choroby jsme
v plicni tkédni dle ocekavani prokazali zvySeny obsah Gbs;Cer, hlavniho substratu a-GALA. V
pankreatu u pacientli s FD byl Gbs;Cer ukladan v mensi mife nez v plicich, oproti kontrole v§ak
byla jeho koncentrace také vyznamné zvySena. Tyto rozdily mohou souviset s rozdilnym
typem bunék v obou tkdnich, které mohou mit rizny metabolicky obrat tohoto lipidu.
V diivéjsich studiich bylo prokazano, ze mnozstvi ukladaného Gbs;Cer u pacienta s FD se mize
lisit v rozmezi deseti- az stondsobkll u riznych organu, jako jsou napt. ledviny, jatra, cévni
endotel, myokard a plice, pravdépodobné ve vztahu k metabolickému obratu a biologickym
funkcim GbsCer v téchto organech [16]. Pozoruhodnym nélezem v pankreatu pacienta s FD a
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krevni skupinou B je vSak masivni ukladani B-6-2 glykolipidu oproti substratu Gb;Cer, které je
z hlediska srovnani s ostatnimi organy u Fabryho nemoci unikatni. V porovnani s kontrolnim
pankreatem krevni skupiny B, je u FD pacienta koncentrace glykolipidovych B-antigenti 300x
vy$$i. Hromadéni B-6-2 glykolipidu bylo jiz dfive prokézano i v epiteliich zaludku a stfeva a
také ve formé sekretil, ale v daleko mensi mite. Toto zjiSténi pankreas vyznamné odliSuje od

ostatnich tkani, kde hlavnim stfadanym materidlem je vzdy Gbs;Cer [22].

Imunohistochemick4 analyza antigenii krevni skupiny B

Krevni antigeny vcéetné B-6-2 glykolipidu a jiné komplexnéjsi krevni GSL nejsou vazany
pouze na erytrocytarni membranu, ale jsou pfitomny ve formé glykolipidi 1 glykoproteini v
membrandch bunck nejriznéjsich tkanich, napt. slinivky, tenkého stieva, cév, ledvin a dalSich
organt. V rozpustné formé jsou piitomny v sekretech pfevazné ve formé glykoproteinti [32].
Zajimalo nas proto, do jaké miry se porucha degradace v oligosacharidovém fetézci
obsahujicim a-galaktosu tyka také glykoproteint a jaka je exprese antigent v riiznych ¢astech
pankreatu.

Provedli jsme proto imunohistochemickou analyzu antigenti krevni skupiny B v parafinovych
fezech pankreatu, pro porovnani exprese antigenti krevni skupiny B mezi pacientem s FD a
kontrolou a pro ziskani ptehledu o expresi antigent v rtiznych ¢astech pankreatu. Zjistili jsme,
ze u pacienta s FD je silnd pozitivita antigenii krevni skupiny B v cytoplasmé acindrnich
bunék, kde obraz je na rozdil od kontrolniho pankreatu prakticky uniformni v rdmci vysetfené
¢asti. Vysvétleni pro tuto odlisnou distribuci je obtizné, mohlo by to byt vSak dano tim, ze
vySetieny pacient s FD byl sekretor. Pro vztah k lysosomalnimu stfadéni nejsou zadné dikazy.
Z korelace signalu pro antigeny krevni skupiny B s autofluorescenci ceroidu v lysosomech
vyplyva, ze k akumulaci glykoproteinového homologu krevni skupiny B ve stfddanim
postizenych lysosomech nedochazi. Tato zjisténi vSak vyzaduji dal$i studie na urovni
strukturdlni, bunécn¢ biologické 1 biochemické, zejména pro prikaz lokalizace lipidniho
homologu krevni skupiny B v lysosomélnim systému. U kontrolniho vzorku je pozitivita
glykolipidi krevni skupiny B nerovnomérné rozptylena, coz je dano rtiznou intenzitou mezi
jednotlivymi acinarnimi bunkami. Mozaikovity obraz pozitivnich signald byl typicky i u
kontrol krevni skupiny A, coz nasvédCuje o tom, Ze jde o obecny rys exprese krevnich antigenii
v pankreatu. Vzhledem k tomu, ze pii pfipravé preparatii z parafinovych fezl je vétSina lipida
odstranéna extrakci, je vysledny obraz dan predevSim piitomnosti glykoproteinti v tkadnovych

strukturach.
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Exokrinni slozkou pankreatu je alveolarni Zlaza rozc¢lenéna do laltickt (acini). Acinus je duty
utvar, jehoz sténu tvoii acinarni bunky, které maji granuldrni cytoplasmu kvili vysoké
koncentraci sekre¢nich granul s proenzymy. Acinarni bunky tvofi zhruba 85% celkové
hmotnosti pankreatu. Odvod vznikajici pankreatické st'avy z lalicku zajistuje vsunuty vyvod.
Bunky vsunutého vyvodu jsou rozesety az do lumina lalickd, kde vytvareji tzv. centroacin6zni
buniky se svétlou cytoplasmou, jelikoz neobsahuji sekretorni granula a proto ani antigeny
krevnich skupin. Endokrinni slozku pankreatu reprezentuji Langerhansovy ostriivky,
rozprostiené v exokrinni tkani pankreatu, které v histologickém preparatu nevykazuji zadnou
expresi antigenti krevnich skupin, jak patrno z nasi studie (viz. str.47, Obr.12). Cely pankreas
je pak obalen vazivovym pouzdrem, z néhoZ vybihaji septa odd¢€lujici jednotlivé lalacky [52,
53].

Ackoliv glykolipidové antigeny krevni skupiny B pfedstavuji pro FD pacienty dalsi
substratovou zatéz, je pozoruhodné, Ze pii klinickém posouzeni funkei pankreatu nebyly dosud
popsany zadné zmeény. Bude jist¢ namétem dalSich studii objasnit vysokou expresi a

biologickou funkci krevnich antigent v tomto organu.

5.2. Zatézové experimenty v bunécénych kulturach

5.2.1. Analyza sfingolipidt
Pti in vitro stanoveni aktivity a-GALA bez inhibice a-NAGA u FD pacientl byla zjisténa sice

nizka, prfesto vSak vyraznd rezidualni aktivita neZz pii inhibici o-NAGA
N-acetygalaktosaminem. Tuto rezidudlni aktivitu vi¢i syntetickému a-galaktosidu lze tedy
pricist ptevazné¢ a-NAGA. Predpoklada se, ze na odbourdvani pfirozenych substrati a-GALA
se podili pravé a-NAGA také in vivo. Je znamo, Ze oba geny, kodujici tyto enzymy, maji
znac¢nou homologii a praptivodné vznikly duplikaci ze spolecného genu béhem evoluce [24,
54].

Na odbouravani hydrofobnich substrati (mezi které patii glykosfingolipidy s méné nez
tetrasacharidovym fetézcem) se kromé¢ a-GALA podili také saposin B. Pfi jeho deficitu
v bunikach vSak pokles aktivity a-GALA vic¢i ve vodé¢ rozpustnym substratim nebyl pozorovan
a lze jej zjistit pouze v reakci s pfirozenym substratem jak in vitro, tak optimalné v zatézovém
testu v bunééné kulture. Mechanismus jeho ptisobeni se vysvétluje tak, ze saposin B napomaha
kontaktu enzym-substrat tim, ze umozni vyzdvizeni lipidu z membrany do intralysomalniho

prostoru, kde jsou pfitomny rozpustné hydrolasy [10].
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Na druh¢é strané¢ byl v buikach pacientd s Schindlerovou chorobou jednoznacné potvrzen
deficit a-NAGA. Pii méfeni a-GALA v téchto buikach, jak s inhibici a-NAGA 1 bez jeji
inhibice, vykazuje tento enzym velice podobné hodnoty. To nasvédcuje tomu, Ze pii deficitu
a-NAGA se u pacientll s Schindlerovou chorobou na odbourdvani jeho substrati a-GALA
nepodili.

U bunék s deficitem a-GALA byla prokazana az 4x zvySena koncentrace Gbs;Cer naproti
kontrolnim vzorkiim. ProtoZze pfirozenymi substrdty tohoto enzymu jsou neutralni
glykosfingolipidy s termindlni o-galaktosou, mezi které patii predev§im GbsCer, lze tento
vysledek ocekavat.

V dtsledku deficitu prosaposinu a saposini také nefunguji degradacni reakce u nékterych
nepolarnich sfingolipidl. Prosaposin je prekurzorem vSech ¢tyt zndmych saposinu A — D, které
se podileji na degradaci GSL se ctyfmi cukry a méné [10, 55]. Pii jeho deficitu tak dochazi ke
ztraté funkci vSech Ctyf saposinti a k masivnimu ukladani GSL a ceramidu v tkanich pacienta
(viz. str. 17, Obr.5.: Schéma lysosomalni degradace vybranych GSL).

Pfirozenymi substraty a-NAGA jsou glykoproteiny a glykosfingolipidy krevni skupiny A,
které¢ vzhledem ke své rozpustnosti spolupiisobeni proteinovych aktivatori pifi degradaci
nepotiebuji. Skladba GSL v buiikach se proto pfili§ neodliSuje od kontrol, jak patrno z nasi
studie. Nejvyraznéjsi zmény jsme zjistili ve fibroblastech u prosaposinového deficitu (Cer,
CMH - GlcCer, CDH — LacCer, Gb;Cer), v mensi mife u deficitu saposinu B (Gbs;Cer, CDH —
LacCer) a u Fabryho nemoci (Gbs;Cer, CDH — Cer). Tyto néalezy dobte koreluji s diive

publikovanymi nalezy v tkénich a v mo¢i u téchto poruch [56, 57, 58].

5.2.2. Vyhodnoceni zatézovych experimentti se substratem [°’H]B-6-2
v kulturach koznich fibroblastt

Pfi zatézovych experimentech se znaenym ['H]B-6-2 glykolipidem byl pouzit conduritol
B-epoxid, nekompetitivni inhibitor B-glukocerebrosidasy, aby se degradaéni krok zastavil na
urovni B-glukosylceramidu. Jinak by dochazelo k odbourdvani produkti degradace az na
ceramid a sfingoidy, které by byly pouzity k resyntéze sfingolipidii a na mastné kyseliny
podléhajici dale B-oxidaci na radioaktivni vodu. Tim by bylo negativné ovlivnéno vyhodnoceni
jednotlivych stupnti katabolismu GSL [59].

V této nasi studii jsme sledovali degradaci glykolipidniho antigenu krevni skupiny B,
[PH]B-6-2 glykolipidu, ktery se vedle GbsCer uklada v tkanich a pfedevdim v pankreatu FD

pacientli, ktefi maji B krevni skupinu. Dali jsme si za ukol zjistit, do jaké miry je tento
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glykolipid odbourdn mutantnimi bunkami s poruchou funkce a-GALA a a-NAGA v disledku
mutace v genu kodujicim enzymovy protein (Fabryho choroba, Schindlerova choroba),
v porovnani s poruchou funkce aktivatorti u deficitu prosaposinu a saposinu B. V buiikach
s deficitem a-GALA, a-NAGA a saposinu B jsme nepozorovali Zadnou vyraznou akumulaci
ani u jednoho ze sledovanych GSL.

B-6-2 glykolipid obsahuje termindlni o-galaktosu v pozici al—3. Jelikoz piirozenymi
substraty o-GALA jsou substraty obsahujici terminalni galaktosu, mélo by zde u bunck
s deficitem a-GALA dojit k vyznamnému bloku v degradaci uz pocate¢niho substratu. Celkova
tvorba produktu vSak probihala na 41%, coz v porovnani se 45% u kontrolniho vzorku,
vypovida pouze o zpomaleném odbourdvani B-6-2 glykolipidu. Tento vysledek ale muze
podpofit hypotézu o mozZné uUcasti 0-NAGA na degradaci tohoto pomérné hydrofilniho
substratu a-GALA. Navic lze predpokladat, ze B-6-2 glykolipid neni na rozdil od kritického
GbsCer tolik zanotfen do plasmatické membrany, zejména pro jeho vétsi pocet sacharidovych
jednotek. Je tedy mnohem pfistupnéjsi pro dany enzym.

V ptipadé deficitu prosaposinu byl zjistén vyznamny blok v odbouravani na trovni GL-4 a
GL-2 . Oba tyto glykolipidy obsahuji terminalni galaktosu v poloze f1—4 a enzym, ktery se
podili na jejich odbourdvani, je B-galaktosidasa. V tomto ptipad€ je vSak potfeba vyznamna
spoluti¢ast aktivatorti saposinu B a C (viz. str.17, Obr.5), jejichz prekurzorem je prosaposin. Pii
jeho absenci tak dochazi k mnohonasobné akumulaci danych substratii. Blok v degradaci GL-3
prokazan nebyl. Tento glykolipid obsahuje termindlni N-acetylglukosamin v poloze f1—3 a
enzym, ktery katalyzuje jeho odbouravani, je B-hexosaminidasa A. I v tomto pfipad€ probiha
degradace se spoluucasti aktivatoru a to GM2, ktery je vSak kédovan jinym genem nez-li
v ptipad¢ prosaposinu. Ke ztrat¢ funkce GM2-aktivatoru zde nedochazi a degradace probiha

normalnim zptisobem.

5.3. Priprava substratu Gb,Cer s neradioaktivni znackou

Dlvodem této prace byl pozadavek na ptipravu hmotnostné znaceného lipidu, ktery je
prekursorem GbsCer a ktery by v zaté¢zovych experimentech nahradil substrat znaceny
radioisotopem.

Sfingolipid ceramid N-deacylasa (SCDasa, Pseudomonas sp. TK4) katalyzuje reverzibilni
reakei, pfi které dochdzi k hydrolytickému St€peni amidové vazby mezi mastnou kyselinou a

sfingoidni bazi ceramidu u riznych sfingolipidii véetné gangliosidl. Tato reakce je ucinna pfi
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kyselém pH a v pfitomnosti vyS$i koncentrace detergentu, zatimco reverzibilni reakce
(reacylace sfingolipidu specifickou MK) preferuje podminky pii neutrdlnim pH a nizsi
koncentraci detergentu [60]. Prace zacala testovanim reakénich podminek hydrolyzy dle
odborné literatury [49, 61].

Bylo zjisténo, ze Stépeni amidové vazby je ucinné pouze v pritomnosti riznych detergentt,
mezi které patii 1 Triton X-100 [48].

To lze vysvétlit tim, Zze musi dojit nejprve k rozpusténi hydrofobnich glykosfingolipidl a k
tvorb¢ micel a lipidni substraty jsou pak v této formé ptistupnéjsi pro hydrofilni enzymy [55].
Kwvili ztrat¢ hydrofobicity, odstépenim mastné kyseliny z GbsCer, je pro zpétnou reakci
(resyntézu) pozadovan nizs§i obsahu detergentu. Vedle Tritonu X-100 byl jako dalsi varianta
pouzit i BSA zejména pro jeho snadnéjsi odstranéni z roztoku, vysraZenim proteinu v mezifazi
mezi dvéma organickymi rozpoustédly [62]. Zjistili jsme, Ze pouziti BSA bylo vyhodné;jsi i
vzhledem k vytézku hydrolyzy (30%), ktery byl vySsi nez pti pouziti Tritonu X-100 (15%).
Z jinych studii [48] vyplyva, ze vytézky reakci ve vodném monofazovém systému se u jinych
lipidd pohybuji v rozmezi 60 — 70%, coz je dano ustanovenim rovnovdhy mezi piimou
hydrolytickou a zpétnou syntetickou reakei. Pti pouziti dvoufazového systému se tyto vytézky
reakci mohou u nékterych lipidi pohybovat okolo 80 — 90 %, coz je vysvétlovano vytfepanim
mastnych kyselin do organické faze, které posune reakce ve prospéch tvorby produkti [48].
Tento druhy zpiisob se vSak v naSem piipad€ neosvédcil, vytéZzek byl pouhych 13% a ptibyl 1
problém s odstranénim n-heptadekanu z roztoku. Diivodem malych vytézki mize byt inhibi¢ni
efekt heptadekanu na SCDasu, nebylo to vSak zatim jednoznaéné prokazano [48].

Pro provedeni zpétné reakce bylo nutné zvolit vhodné reakéni podminky, které se mohou pro
rizné lyso-SFL meénit, jako naptiklad volba pocate¢niho mnozZstvi substratu nebo enzymu.
V ptipadé lyso-GbsCer se ukazalo jako nejvhodnéjsi pouziti 20 nmol substratu na 65 ml.U.
SCDasy. Dulezité je zvoleni spravného poméru mastnych kyselin k pocatecnimu mnozstvi
substratu (1:1-2), niz§i mnozstvi detergentu v reakci a neutralni pH. Lze predpokladat, ze vétsi
mnozstvi substratu vici mastnym kyselindm mtize inhibovat zpétnou reakci tim, ze dojde k
zhorSenému pfistupu mastnych kyselin do katalytické domény SCDasy, které je okupovéano
lyso-derivatem [34]. VEétsi mnozstvi detergentu ¢i nizs§i pH miize vést také k inhibici reakce
nebo k posunuti rovnovahy ve sméru reakce opacné [60, 51].

osvédcila pfi pfipravé ruznych neradioaktivné znacenych sfingolipidi (napt sulfatidu,

glukocerebrosidu, GMI1 gangliosidu). Tato metoda vyuzivd magnetick¢é Castice s
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kovalentné imobilizovanym enzymem, kde vyhodou je velice jednoduché oddéleni produkti
z reak¢ni smési za pouziti silnych magnetl a vicenasobné pouziti enzymu [50].

Na rozdil od pfipravy C19:0 GbsCer vSak u téchto lipidi nebylo nutné pfipravovat
lyso-derivaty, které byly — na rozdil od lyso-GbsCer, komeréné dostupné.

Pii analyze zastoupeni jednotlivych isoforem v resyntetizovaném C19:0 GbsCer jsme vSak
zjistili pfitomnost kontaminujicich isoforem C16:0 a C18:0 Gb4Cer. V literatuie se uvadi, ze
SCDasa preferuje pro reacylaci C16:0 a C18:0 mastné kyseliny a to az s 80 — 100% ucinnosti
[60]. Preference kyselin s délkou uhlikatého fetézce C16 — C18 byla potvrzena pfi resyntéze
sulfatidu a glukocerebrosidu, kdy resyntéza C17:0 isoformy vykazovala vytézky v rozmezi 80-
100% [50, 63].

Otazkou vsak ziistdva ptavod téchto kontaminujicich mastnych kyselin v naSem preparatu. Bylo
provedeno diikladné promyti imobilizovaného enzymu, aby nemohlo dojit ke kontaminaci
zbytky z predeSlych experimentii. Byla provedena také kontrola Cistoty komercni kyseliny
nonadekanové, pouzité v této reakci. Pti kontrole Cistoty lyso-GbsCer, tj. produktu hydrolyzy,
vSak byla zjiSténa pfitomnost volnych mastnych kyselin C16:0 a C18:0, které se nezdatilo
z preparatu  oddélit ani na HPLC kolong. Tyto mastné kyseliny byly ale detegovany
v chloroform — methanolovém extraktu komercné dodavané SCDasy. Dosavadni literatura o
struktufe a vlastnostech samotné SCDasy poskytuje jen minimalni informace. Existuje teorie,
ze ob¢ reakce (hydrolyzu a resyntézu) katalyzuje stejna katalyticka doména obsahujici
tryptofanové zbytky [60]. Je tedy moZné, Ze samotny enzym pii N-deacylaci glykosfingolipidi
tyto mastné kyseliny vaze do svého aktivniho mista a opétovné pouzije pii resyntéze. To je ale
v ptipadé, kdy pro zpétnou reakci pouzivame promyty imobilizovany enzym méné
pravdépodobné. Jinou moznosti je vazba uvolnénych mastnych kyselin na hydrofobni peptidy,
které se mohou vyskytovat napt.v preparatu BSA a mohou byt zdrojem kontaminace pti zp&tné
reakci.

V souhrnu lze fici, Ze navrzeny postup piipravy C19:0 GbsCer je vhodny a ma dobrou
vytéznost v obou smérech reakce. Do budoucna vSak zbyva dofeSit otdzku kontaminaci a
isoformové Cistoty findlniho produktu. Pro dalSi fazi proto navrhujeme vyzkouSet pro
hydrolyzu postup s detergenty a naslednym piecisténim lyso-derivatu nékolikastupiiovou

HPLC a eventuelné vyzkouset jiny typ nosice.
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6. Zaveér

» Analyza glykokonjugati krevni skupiny B v pankreatu u Fabryho nemoci:

Analyza pankreatu prokdzala masivni hromadéni glykolipida krevni skupiny B u FD
pacienta s touto krevni skupinou (300nasobné zvyseni koncentrace) v diisledku
mutované, nefunkéni a-GALA.

Imunohistochemickou analyzou glykoproteinti krevni skupiny B v parafinovych fezech
pankreatu byla zjisténa silna pozitivita antigent krevni skupiny B v cytoplasmé
acinarnich bun€k, homogenné rozprostienou v exokrinni ¢asti pankreatu. Byly zjiStény
1 neexprimujici Langerhansovy ostriivky i centroacindzni a vazivové bunky vsunutého
vyvodu.

Tyto nalezy jsou vyznamné, protoze porovnanim se svétovou literaturou jde teprve o
druhy prokazany ptipad, ktery potvrzuje a dopliuje diivéjsi zjisténi Wheretta a
Hakomoriho z r.1974 [22] a otvird smér dalSimu vyzkumu k vysvétleni vysoké exprese

a bunécné lokalizace krevnich antigenil v pankreatu.

Metabolické experimenty v bunééné kultuie s mutacemi, které zptsobuji
dysfunkci a-galaktosidasy A (Fabryho choroba, deficit prosaposinu a saposinu B)
V bunkéch FD pacientil byla in vitro prokézana rezidudlni aktivita viici fluorogennimu
substratu pro a-GALA, ktera byla inhibovatelna N-acetylgalaktosaminem. Tim byla
ovéiena ucast a-NAGA na degradaci substratii a-GALA v koznich fibroblastech.
Deficit aktivity tohoto enzymu byl naopak prokazan v buiikach pacientti se
Schindlerovou chorobou.

Z hlediska lipidii byla chromatografickou analyzou a ESI-MS/MS zjisténa az 4x vyssi
koncentrace Gbs;Cer ve fibroblastech pacienta s deficitem a-GALA. U deficitu saposinu
B jsme pozorovali pouze mirn€ zvySeny GbsCer a u pacienta s deficitem prosaposinu
byl dle ocekavani zjistén vyssi obsah Cer a GlcCer, LacCer a GbsCer.

Pti zatézovych experimentech in situ s novée ptipravenym [*H]B-6-2 glykolipidem
nebyl v bunikéch s deficitem a-GALA prokazan blok v prvém stupni degradace tohoto
substratu, kdy je odstépovana terminalni a-galaktosa. Tento vysledek opét nasvédcuje o
ucasti a-NAGA na $tépeni ptirozenych substrati a-GALA. V bunkéch s deficitem

prosaposinu byl dle ocekavani zjistén blok v odbouravani glykolipidu se ¢tyfmi a
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dvéma cukry na trovni (B1—4) galaktosy. V buiikach s deficitem a-NAGA a saposinu
B jsme nepozorovali zadné vyznamné hromadéni sledovanych glykolipidi.

Byla pfipravena enzymova metoda syntézy GbsCer s neradioaktivni znackou (C19:0
Gb,Cer ), ktery by v dalSich experimentech nahradil substrat znac¢eny radioisotopem
[*H]Gb4Cer. Metoda bude aplikovatelna i na dalsi glykolipidy, zbyva dofesit

isoformovou ¢istotu finalniho preparatu.
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