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1 Uvod

1.1 Predmluva

Lidska genetickd onemocnéni ¢asto poskytuji jedineény pohled na funkci bilkoviny, jejiz
deficit onemocnéni zptisobuje. U dédiénych metabolickych onemocnéni, u kterych chybéjici
enzym, aktivator nebo transportni protein "zablokuji" metabolickou cestu, miZeme ziskat
dodateény rozmér pohledu z analyzy metaboliti. U lysosomalnich chorob, podmnozZiny
dédi¢nych metabolickych onemocnéni, u kterych se v bunkach stradaji metabolity s
komplexnimi biologickymi funkcemi, nam Kklinické projevy, morfologické a biochemické
zmeény davaji tusit velky rozsah toho, co zatim nevime o molekularni patologii téchto nemoci a
pricinach klinickych projevii. Cilem této diserta¢ni prace je prispét malym dilem k znalostem,
které v tomto sméru mame o lysosomalnich nemocech. Véfim, Ze lidstvo postupné pochopi
molekularni podstatu téchto nemoci a Ze to povede k lepsim a kauzativnim lécebnym
postuptim, aspon pro nékteré z nemoci.

S vyjimkou jedné byly predkladané studie provadény na puidé Ustavu dédiénych poruch
metabolismu 1.LF, kde se skupina vedena Prof. Ellederem a RNDr Janou Ledvinovou
dlouhodobé zabyva diagnostikou a vyzkumem sfingolipidos na morfologické a biochemické
urovni. Cilem studii bylo zpoc¢atku na tuto praci navazat a doplnit ji o analyzu DNA,
zhodnotit vztah genotyp/fenotyp a propojit tyto vysledky s biochemickymi studiemi. Pozdé&ji
se roz§ifily o studium epigenetickych vlivii jako je inaktivace chromozomu X a o dalsi
molekularni aspekty lysosomalnich chorob.

Posledni lysosomdlni enzymopatii, u které nebyl znam gen koédujici deficitni enzym, byla
mukopolysacharidosa typu LIIC (deficit acetyl-koenzym A:glukosaminid N-acetyl transferazy).

Objeveni tohoto genu a jeho charakterizaci popisuje posledni prace této teze.



1.2 Lysosomalni systém a lysosomalni onemocnéni: obecny
uvod
Lysosomalni systém je mistem, kde se odbourava velky podil exogennich a endogennich
makromolekul (na odbouravani endogennich bilkovin se vyznamné podili proteasomy v
cytosolu). Lysosomalni lumen obsahuje enzymy — vétSina z nich jsou hydrolasy s typickym
kyselym pH optimem a vysokou substratovou specificitou. Lysosomalni membrana je tvofena
jednoduchou fosfolipidovou dvojvrstvou a obsahuje hojné glykosylované membranové
proteiny. O glykosylaci se predpoklada, Ze lysosomalni membranu chrani pred ucinky
hydrolytickych enzymt v lumen. Mezi membranovymi lysosomalnimi proteiny jsou
transportni proteiny, které exportuji metabolity vzniklé degradaci makromolekul, receptory,
vakuolarni protonova pumpa, udrzujici kyselé prostredi uvnitf lysosomu, integralni
membranové proteiny, receptory, proteiny participujici na vesikularnim transportu a dalsi
proteiny s neznamou nebo Spatné charakterizovanou funkci. V lysosomalni membraneé je
prekvapive i elektrontransportni fetézec [1], jehoZ funkce v lysosomu neni znama.

Geneticky podminéné deficity velké casti téchto proteint, zejména hydrolas, vedou ke vzniku
lidskych onemocnéni, pro které je charakteristickd akumulace materidlu uvnitf lysosomdu.
Stradany material je obvykle tvoren substratem deficitniho enzymu, muzZe se vSak jednat o
komplexni smeési latek, jako je tomu deficitu nékterych aktivatorovych nebo transportnich

proteind, tak jak je diskutovano nize.

Lysosomy byly definovany jako terminalni degradativni kompartment bunky [2]. Degradace
lysosomalnim hydrolasami za¢ina jiZ v pozdnich endosomech, od kterych se lysosomy odliSuji
mj. niZzZ§im pH a absenci mannoso-6-fosfatovych receptorti. Lysosomy jsou elektondensni a
mohou obsahovat interni vesikuly [3].

In vitro bylo prokazano, Ze lysosomy mohou navziajem flizovat nebo mohou fhzovat i s
pozdnimi endosomy. Lysosomy byly tradi¢né pojimany jako staticka degradativni organela na
konci endosomalniho systému. Jak je vidét z vySe uvedeného, pojeti lysosomu se v

komunikujici s jinymi kompartmenty a s plasmatickou membranou(4,5].

1.2.1 Transport lysosomalnich proteinu
VétSina lumindlnich lysosomalnich proteini je transportovana do lysosomu z trans-Golgiho

aparatu mannoso-6-fosfatovym receptorem [6,7]. Mannoso-6-fosfatovy tfidici signal je



vytvoren znadmym zptisobem uéinkem enzymu béhem priachodu z ER do Golgiho aparatu.
Proteiny obsahujici M6P signal jsou vychytavany mannoso-6-fosfatovymi receptory.
Mannoso-6-fosfatovy receptor nezavisly na kationtech (CI-M6PR, MPR300) transportuje
proteiny s M6P signalem také z plasmatické membrany, kation-dependentni M6PR (CD-
M6PR, MPR46) vaze ligandy prednostné pifi pH odpovidajicimu Golgiho aparatu (6.5), ale
neinteraguje s lysosomalnimi enzymy pifi pH lysosomalni membrany (7.4). V kyselém
prostredi endosomu se ligandy od M6P receptora uvolnuji.

Deficit GlcNac transferasy (UDP-N-acetylglukosamin:lysosomalni enzym N-
acetylglukosamin- 1-fosfotransferasy), ktera je kliCovym enzymem pfi vytvareni MGP signalu
vede k I-cell disease, lysosomalnimu onemocnéni pro které je charakteristicka porucha
tridéni vedouci k intracelularnimu deficitu proteinti, které normalné nesou M6P signal a k
jejich sekreci do extracelularniho prostredi [8,9].

Membranové lysosomalni proteiny maji tfidici signaly v kratkych amino-koncich
orientovanych do cytosolu a jsou rozpoznavany adaptorovymi proteiny, které se podili na
jejich transportu do lysosomu [10,11].

Nedavno publikovana prace identifikovala lysosomalni membranovy protein LIMP-2
(lysosomal integral membrane protein 2, téz LGP85) jako receptor pro rozpoznavani a
transport glukocerebrosidasy nezavisly na mannoso-6-fosfatu [12]. LIMP-2 je glykosylovany
membranovy protein Ill.typu s dvéma transmembranovymi doménami, lumenalni doménou o
délce cca 400 aminokyselinovych zbytkth a kratkou -cytoplasmatickou doménou (20
aminokyselin). Vazba glukocerebrosidasy na LIMP-2 je zavisla na pH, v kyselém prostredi
dochazi k jejich disociaci. Deficit LIMP-2 vede u mysi s vyfazenym genem (knock-out) pro
LIMP2 k poruSe transportu glukocerebrosidasy do lysosomu [13]. Zatim neni znamo zda
LIMP-2 transportuje i jiné proteiny. V tomto roce byl nalezen prvni pacient s deficitem
LIMP-2, Kklinickému obrazu dominoval nefroticky syndrom a progresivni myoklonicka

epilepsie [14].

Sortilin je alternativnim receptorem pro lysosomalni kyselou sfingomyelinazu, prosaposin a
saposiny a pravdépodobné pro dalsi proteiny, které obsahuji saposinu podobnou doménu
(saposin-like domain) [15,16]. Kysela sfingomyelindaza je kromé sortilinu transportovana také
pomoci mannoso-6-fosfatového receptoru - tomu odpovida jeji casteény deficit u I-cell
disease. Transport prosaposinu do lysosomu vyzZzaduje také vazbu sfingomyelinu na
konservovanou doménu saposinu D; je moZné, Ze transport zavisi na tvorbé mikrodomén

obsahujicich sfingomyelin.



Po uvolnéni karga v endosomalnim kompartmentu se tridici receptory vraci do Golgiho

aparatu pomoci retromerového komplexu [17,18,19]. Zpétny transport jak MP6P receptoru,

tak i sortilinu zavisi na retromerovém komplexu.

1.2.2 Lysosomalni enzymopatie

Funkéni deficit lysosomalniho enzymu muiZe mit rtzné pric¢iny: napriklad deficit aktivity
arylsulfatazy A mtiZe byt zptisoben mutacemi v genu ARSA, ktery kéduje enzym, nebo v jeho
aktivatoru saposinu B. Deficit miZe byt také zptisobeny deficitem enzymu, ktery modifikuje
pii translokaci enzymu do endoplasmatického retikula cysteinovy zbytek v aktivnim centrum
arylsulfatazy A a vytvari cystein-o-formylglycin. Formylglycin se pfimo ucéastni katalyzy a
aktivita sulfatazy je na této postranslaéni modifikaci zavisla. Modifikujici enzym, FGE
(formylglycin generating enzyme), ptisobi u savcti na dvanact sulfataz a mutace v ném vedou
k mnohocetnému deficitu sulfataz (multiple sulfatase deficiency).

Onemocnéni diskutovana v tomto oddilu (,lysosomalni enzymopatie®) jsou zpusobena
mutacemi v genech kdédujicich enzymy. Pokud neni uvedeno jinak, tak obecna reference pro
tuto podkapitolu je [20].

Od 60. let minulého stoleti biochemické studie prokazaly deficit zhruba 30 lysosomalnich
enzymu jako pri¢inu onemocnéni spojenych s ukladanim materialu v lysosomech (viz
Tabulka 1). Glykosidasy, které tvoii nejvétsi ¢ast enzymu deficitnich u lidskych onemocnéni,
maji vysokou substratovou specifitu a vétSina z nich jsou exoglykosidasy. Na odstépeni
terminalniho sacharidu napr. z oligosacharidového fretézce tak zavisi odStépeni dalSich
monosachacharidi. V pfipadé deficitu enzymu se tak nemohou uplatnit dalsi enzymy v
metabolické cesté, i kdyz jejich aktivita neni sniZena. V situaci, kdy odstépeni jednoho
specifického residua zavisi na jediném enzymu z vysokou substratovou specifitou, ktery neni
zastupitelny jinymi enzymy, mutace v jednom genu vedou k "zablokovani" celé metabolické
cesty. Neni tedy prekvapujici, Ze deficity lysosomalnich glykohydrolas jsou nejcastéji pfic¢inou
stradavych onemocnéni [21,22].

Lysosomalni enzymopatie miiZeme rozdélit podle typu makromolekul, na jejichzZ odbouravani
se podileji deficitni enzymy.

Mukopolysacharidosy, poruchy odbouravani glykosaminoglykanti, jsou zptsobeny deficity
deseti lysosomalnich enzymu. Devét z téchto enzymud jsou luminalni glykohydrolazy a
sulfatasy, desatym enzymem je acetyl-koenzym A:glukosaminid N-acetyl transferasa, ktera
katalyzuje v lysosomu neobvyklou syntetickou reakci : prenos acetylového zbytku na

glukosaminidovy zbytek heparan sulfatu. Enzym také katalyzuje prenos acetylového zbytku



pochazejiciho z cytosolového acetyl-koenzymu A pres lysosomalni membranu. Jednotliva
onemocnéni jsou stru¢neé shrnuta v Tabulce L.

Deficity sedmi hydrolaz, které participuji na odbouravani oligosacharidovych fetezcti
glykoproteinti zptisobuji glykoproteinosy. Sest z nich jsou exoglykosidasy, které postupné
odbouravaji oligosacharidovy retézec z neredukujiciho konce. Naproti tomu glykopeptidasa
aspartylglukosaminidasa, jejiz deficit je pri¢inou aspartylglukosaminurie, $tépi vazbu mezi
aspartylovym zbytkem peptidu a N-vazanym oligosacharidem.

Lipidosy (poruchy odbouravani lipidi) jsou heterogenni skupinou onemocnéni. Nejvétsi ¢ast
deficitnich enzymu tvofi opét glykohydrolasy a sulfatasa, které pusobi na sacharidovou ¢ast
molekuly glykolipida. Jsou sem razeny i deficity enzymi, které katalyzuji reakci na lipidové
casti glykolipida a deficit kyselé lipasy. Nejbéznéjsi lipidosou je Gaucherova choroba z
deficitu glukocerebrosidasy, u které dochazi k masivnimu stfadani glukosylceramidu v
lysosomech bunék makrofagového puvodu. Stradajici buniky maji napadou morfologii - tzv.
Gaucherovy bunky [23].

Proteinosy: Deficity enzymti, které participuji na odbouravani proteinti, vedou ke vzniku tii
z neuronalnich ceroidlipofuscinos, onemocnéni u kterych dochazi k ukladani
autofluorescentniho pigmentu v neuronech. Stradany material je tvofen z prevazné casti
hydrofobnimi proteiny jako jsou saposiny A a D nebo podjednotka c¢ mitochondrialni ATP
synthasy [24]. Kromé vysoce hydrofobnich proteint mohou byt v pigmentu pritomny i
glykolipidy a nékteré dalsi proteiny.

Katepsin K je esencidlni pro odbouravani kostni proteinové matrix. Katepsin K je secernovan
z exkrecnich lysosomut osteoklasti a jeho deficit u clovéka nevede k masivnimu
lysosomalnimu stradani, ale k poruse odbouravani mezibunééné kostni hmoty a ke kostnimu
onemocnéni, pyknodysostose [25].

Poruchy odbouravani glykogenu v lysosomu representuje jedind nosologicka jednotka,
Pompeho choroba, jejiZz pfi¢inou je deficit kyselé alfa-glukosidasy. Vede ke stifadani glykogenu

v lysosomech [26].

1.2.3 Poruchy procesovani a/nebo transportu lysosomalnich proteinu

VétSina luminalnich lysosomalnich proteint je transportovana z cisteren trans-Golgiho
aparatu pomoci mannoso-6-fosfatového receptoru, ktery rozpoznava glykoproteiny jejichz
oligosacharidové retézce obsahuji mannoso-6-fosfatovy zbytek. Tento tfidici signal se vytvari
posttranslaéné, pfi praichodu proteinu endoplasmatickym retikulem. Mutace v
podjednotkach  uridin  difosfat = (UDP)-N-acetylglukosamin:lysosomalni  enzym  N-

acetylglukosamin- 1-fosfotransferazy  (GlcNAc-fosfotransferaza), ktera prenasi N-acetyl



glukosaminfosfat na termindalni mannosy glykanovych fetézct na lysosomalnich proteinech,
vedou k tomu, Ze vétSina lysosomalnich proteini je sekretovana z bunky, mimo
endosomalni/lysosomalni systém. To je pri¢inou deficitu mnoha enzymt uvnitf lysosomu a
vede k mukolipidose II a III (I-cell disease respektive pseudo-Hurlerovska dystrofii) [27,9].

Enzymy z rodiny sulfatas vyZaduji postransla¢ni modifikaci, ktera prfeménou cysteinového
zbytku v aktivnim centru enzymu vytvoii cysteinyl-o-formylglycin. Formylglycin se pfimo
Ucastni katalyzy a aktivita sulfatasy je na této postranslaéni modifikaci zavisla. Modifikujici
enzym, FGE (formylglycin generating enzyme), ptisobi u savcli na dvanact sulfatas a mutace
v ném vedou k mnohocetnému deficitu sulfatas (multiple sulfatase deficiency) - véetné

lysosomalnich sulfatas [28,29].

1.2.4 Deficity aktivatori lysosomalnich hydrolas

Dalsi pri¢inou lysosomalnich onemocnéni jsou deficity aktivatorti lysosomalnich hydrolas :
saposinti a GM2 aktivatoru (a také prosaposinu). Saposiny A,B,C a D jsou malé hydrofobni
proteiny (15 - 25 kDa), které vznikaji proteolytickym Stépenim multifunkéniho glykoproteinu
prosaposinu [30,31,32]. Prosaposin a saposiny jsou dale diskutovany v kapitole 3.2.
Saposiny jsou nezbytné pri Stépeni nékterych glykolipidovych substrata. Saposin A aktivuje
predevSim galaktosylceramidasu a jeho deficit vede k variantni formé Krabbeho choroby.
Deficit saposinu B, jak bylo jiz zminéno vySe, vede k variantni metachromatické
leukodystrofii a deficit saposinu C, ktery je nezbytny pro aktivitu glukosylceramidasy vti¢i
prirozenému substratu, vede k variantni Gaucherové chorobé [33,34,35,36,37]. Deficit
saposinu D byl objasnén na mysSim modelu deficitu saposinu D, ze kterého je ziejmé, Ze
zpusobuje deficit ceramidasy [38].

Deficit GM2-aktivatoru, ktery je nezbytny pro aktivitu beta-hexosaminidasy A vUci

glykolipidnim substratiim, zptisobuje variantni formu GM2 gangliosidosy [39].

1.2.5 Deficity transportnich proteinu lysosomalni membrany

V lysosomalni membrané bylo charakterizovano vice nez 20 transportnich proteinti, které
jsou specifické pro skupiny aminokyselin, sacharidy, nukleosidy, anorganické ionty a
vitaminy. U nékolika z nich byly popsany deficity zptsobujici lidska onemocnéni. Deficit
cystinového transportéru cystinosinu zpusobuje cystinosu, ktera vede k ukladani volného
cystinu v lysosomech za vzniku cystinovych krystali. Sialin transportuje volnou kyselinu
neuraminovou (sialovou) pres lysosomalni membranu a jeho deficit vede k jejimu stfadani v

lysosomu a vzniku lysosomalniho onemocnéni [40].



1.2.6 Deficity ostatnich lysosomalnich membranovych proteinu
V této skupiné jsou nejhojnéji zastoupené proteiny z rodiny LAMP (Lysosome-associated
membrane protein) a LIMP (Lysosomal integral membrane protein). Lysosomalni membranové
proteiny jsou obvykle hojné glykosylované na luminalnim povrchu lysosomalni membrany.
Deficit LAMP2, jehoZ gen je lokalizovan na chromozomu X, vede k Danonové chrorobé [41],
pro kterou je charakteristickd myopatie s autofagickymi vakuolami v cytoplasmeé a ¢asto ke
stfadani glykogenu. Klinicky je nejvyraznéjsSim rysem hypertroficka kardiomyopatie, ¢asta je

psychomotoricka retadace a proximalni myopatie.

1.2.7 Jiné

Funkéni aktivita sialidasy, beta galaktosidasy, N-acetylaminogalakto-6-sulfat sulfatasy v
lysosomu zavisi na jejich asociaci v multienzymovy komplex s lysosomalni karboxypeptidasou
katepsinem A. Pritomnost v komplexu chrani proteiny pred odbouranim a prodluZuje jejich
poloc¢as uvnitr lysosomu z hodin na dny, aktivita sialidasy pfimo zavisi na asociaci s
katepsinem A. Mutace v katepsinu A (téZ protective protein) mohou mit za nasledek rozpad
komplexu a vznik lysosomalniho onemocnéni, galaktosialidosy [42,43]. Pacienti s
galaktosialidosou maji klinické a biochemické priznaky odpovidajici zhruba kombinaci
deficitt jednotlivych komponent multienzymového komplexu.

Mukolipidosa IV je zptisobena mutacemi v mukolipinu 1, kationtovém kanalu lysosomalni
membrany. Presna funkce mukolipinu je doposud predmétem diskuse, ale nékolik praci
svéd¢i pro to, ze mukolipin 1 je kanalem pro H+ ionty a reguluje lysosomalni pH. Podle téchto
praci je pH v lysosomech v tkanovych kulturach od pacientti s mukolipidosou IV vyrazné
sniZeno v diisledku poruseného transportu H+ z lysosomu v dutsledku deficitu mukolipinu 1
[44,40]. Napadné sniZené jsou aktivity lipas.

Gen CLN3 ( nezaménovat s CLN3 u kvasinek, cozZ je G1 cyklin), ktery je mutovany u pacienta
s juvenilni ceroidlipofuscinosou [45], kéduje transmembranovy protein, ktery se ziejmeé
podili na regulaci lysosomalni acidifikace. Doposud existuje fada otazek ohledné funkce
proteinu, které bude tfeba zodpovédét predtim nez bude mozné pokladat definitivné juvenilni

ceroidlipofuscinosu za deficit lysosomalniho transportéru.

1.2.8 Dédi¢nost a genetické aspekty lysosomalnich onemocnéni

Vétsina lysosomalnich onemocnéni je dédiéna autosomalné recesivné, vyjimkou jsou Fabryho
a Danonova choroba, které jsou dédicné gonosomalné - geny mutované u téchto chorob se

nachazi na dlouhém raménku chromozomu X.
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Gen pro kyselou sfingomyelindazu je podle malého po¢tu praci imprintovany a jeho exprese
muze muiZze byt monoalelicka. Gen se nachazi v okoli imprintovaného useku chromozomu 11
(11p), ktery se podili na patogenese Beckwith-Wiedemannova syndromu. U pacientt s
Beckwith-Wiedemannovym onemocnénim byly popsany sniZené aktivity sfingomyelinazy [46,
47].

mRNA pro alfa-galaktosidasu A, jez je deficitni u Fabryho onemocnéni, podle jedné prace

podléha RNA editovani. Prace z jinych laboratori editovani této mRNA nepotvrdily [48].

1.2.9 Geneticka péce o rodiny s lysosomalnimi onemocnénimi
Velkou c¢ast lysosomalnich onemocnéni lze pokladat za velmi zavazna nelécitelna hereditarni
onemocnéni, u kterych je v pripadé postizeni plodu indikovano ukonceni té€hotenstvi z
genetické indikace. Geneticka péce se soustfeduje na identifikaci osob s moZnym postiZenim,
identifikaci heterozygotli a urceni rizika postizeni plodu v téhotenstvi. V rodinach je
poskytovano genetické poradenstvi a u parta s vysokym rizikem postiZzeni plodu je nabizena
prenatalni diagnostika. Identifikace prenasec¢u je zvlasté vyznamna u gonosomalné
recesivnich onemocnéni, kde jedna kopie mutantniho genu zdédéna od heterozygotni matky
sta¢i k rozvoji onemocnéni u plodu. Pro urceni heterozygoti v rodinach jsou s vyhodou

uzivany molekularné genetické metody.
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Tabulka I: Lysosomalni onemocnéni

Onemocnéni deficitni stfadany Hlavni pfiznaky
enzym/protein material/substrat

Mukopolysacharidosy

MPS I a-L-iduronidasa DS, HS organomegalie, dysostosis multiplex,

(M.Hurler, M.Scheie) facialni dysmorfie, zakal rohovky,
mentalni retardace +/-, maly vzrast

MPS 11 iduronat sulfatasa DS, HS organomegalie, dysostosis multiplex,

(M.Hunter) facialni dysmorfie, mentélni retardace
+/-, maly vzrust

MPS IIIA heparan-N-sulfatasa HS téZzka mentalni retardace,

(M.Sanfilippo A) hyperaktivita, mirnéjsi fyzické
postizeni, spasticita

MPS IIIB a-N-acetyl HS stejné jako MPS IIIA

(M.Sanfilippo B) glukosaminidasa

MPS IIIC acetyl-koenzym HS stejné jako MPS IIIA

(M.Sanfilippo C) A:glukosaminid N-acetyl

transferasa

MPS IIID N-acetylglukosamin HS stejné jako MPS IIIA

(M.Sanfilippo D) sulfatasa

MPS IVA galaktosa 6-sulfatasa KS, H6S specifické postiZeni skeletu, zakal

(M.Morquio A) rohovky, normalni inteligence

MPS IVB B-galaktosidasa KS podobné jako MPS IVA

(M.Morquio B)

MPS VI N-acetylglaktosamin 4 DS dysostosis multiplex, zakal rohovky,

(M.Maroteaux-Lamy)

MPS VII
(M.Sly)

MPS IX

Glykoproteinosy(oligosach

aridosy)

Schindlerova choroba
Kanzaki disease

a-mannosidosa

B-mannosidosa

fukosidosa

sialidosa

-sulfatasa (arylsulfatasa
B)

B-glukuronidasa

hyaluronidasa

a-N-
acetylgalaktosaminidasa

a-mannosidasa

B-mannosidasa

a-fukosidasa

neuraminidasa

DS, HS, C4S, C6S

hyaluronan

glykopeptidy,
oligosacharidy a
glykolipidy s
terminalnim o-N-

acetylgalaktosaminilo

vym zbytkem
oligosacharidy s
terminalni a-
mannosou
oligosacharidy s
terminalni -
mannosou

oligosacharidy s

terminalni o-fukosou

oligosacharidy s

terminalni kyselinou

neuraminovou
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organomegalie, normalni inteligence

dysostosis multiplex, organomegalie,
variabilni tiZze postizeni

maly vzrast, periartikularni mékka
ztluSténi

neuroaxonalni dystrofie,
psychomoroicka retardace, kortikalni
slepota, myoklonus,

Existuje mirnéjsi adultni forma s
angiokeratoma corporis
diffusum(Kanzaki disease)

organomegalie, dysostosis multiplex,
psychomotoricka retardace, hluchota,
porucha chemotaxe leukocytii

mentalni retardace, hluchota,
respiracéni infekce, spasticita,
angiokeratomy

psychomotoricka retardace,
dysmorfie, dysostosis multiplex,
angiokeratomy, zvySené chloridy v
potu

treSnova skvrna, generalizovany
myoklonus, krece, ataxie,
hyperreflexie, u ¢asti pacienttt
visceromegalie, dysostosis multiplex,
mentalni retardace



aspartylglukosaminurie

Poruchy lysosomalniho
odbouravani glykogenu

aspartylglukosaminidasa aspartylglukosamin

progredujici psychomotoricka
retardace, mirna dysmorfie, kfece

Pompeho choroba kysela a-glukosidasa glykogen hypertroficka kardiomyopatie,
(kysela maltaza) myopatie, hepatomegalie

Lipidosy

Wolmanovachoroba, kysela lipaza cholesteryl estery, hepatosplenomegalie, steatorhea,

cholesteryl ester storage
disease

Farberova
lipogranulomatosa

Niemann-Pickova choroba
typuAaB

Gaucherova choroba

Krabbeho choroba

kysela ceramidasa

kysela sfingomyelinaza

B-glukocerebrosidasa

B-galaktosylceramidasa

triglyceridy

ceramid

sfingomyelin

glukosylceramid

galaktosylceramid

kalcifikace nadledvin, neprospivani
cholesteryl ester storage disease ma
vyrazné benignéjsi priibéh:
hepatomegalie, pred¢asna
atherosklerosa,
hyperbetalipoproteinemie

deformace a bolesti kloubt1, podkozni
uzliky v okoli kloubti, chraptivy hlas,
postiZeni jater, srdce

hepatosplenomegalie, progresivni
neurodegenerativni priibéh, plicni
infiltrace

hepatosplenomegalie, cytopenie,
osteopenie, vyjimeéné supranuklearni
obrna okohybnych nervi, demence,
spasticita; Parkinsonova choroba ?

leukodystrofie, hypersensitivita k
externim stimultim, spasticita,
hluchota, slepota, demence

Metachromaticka arylsulfatasa A 3-0-sulfogalakto porucha chtize, mentalni regrese,

leukodystrofie glykolipidy progredujici spasticita,
leukodystorofie, poruchy chovani, u
dospélych psychotické zmény

Fabryho choroba o-galaktosidasa A globotriaosylceramid, | hypertroficka kardiomyopatie, selhani

Gw: gangliosidosa

B-galaktosidasa

gangliosid Gw:

ledvin, angiokeratomy, snizené
poceni, periferni neuropatie,

psychomotoricka retardace,
spasticita, hepatosplenomegalie,
tresnova skvrna

Galaktosialidosa

katepsin A/protektivni
protein

jako u deficitu B-
galaktosidasy a
neuraminidasy

organomegalie, dysostosis multiplex,
facialni dysmorfie, mentdalni retardace,
spasticita, tfeSnova skvrna

Tay-Sachsova choroba

Sandhoffova choroba

Deficity aktivatora
hydrolas

deficit prosaposinu

deficit saposinu A

B-hexosaminidasa-
podjednotka o (HEXA)

B-hexosaminidasa-

podjednotka p (HEXB)

prosaposin

saposin A

gangliosid G

gangliosid Gwe

mnohocetné
glykolipidy
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progredujici neurologické
onemocnéni, spinocerebellarni
degenerace, vystupnovana ulekova
reakce,dystonie, tfeSnova skvrna

progredujici neurologické
onemocnéni, spinocerebellarni
degenerace, vystupnovana ulekova
reakce, dystonie, tresnova skvrna

pfi narozeni hepatosplenomegalie,
zavazné neurologické postiZeni, krece,
umrti do 6 mésicti

variantni Krabbeho choroba



deficit saposinu B

deficit saposinu C

saposin B

saposin C

variantni metachromaticka
leukodystrofie

variantni Gaucherova choroba s
neurologickym postizenim

Deficit GM2 aktivatoru

Neuronalni
ceroidlipofuscinosy

Kongenitalni NCL

Infantilni neuronalni
ceroidlipofuscinosa (NCL)
(CLN1)

Pozdni infantilni NCL
(LINCL) (CLN2)

Juvenilni NCL (CLN3)

Adultni NCL (CLN4)

Finska LINCL(CLN5)

Variantni LINCL(CLNG6)

Turecka LINCL (CLN7)

progresivni epilepsie s
mentalni retardaci (CLN8)

Deficity lysosomalnich
transportnich proteinu

cystinosa

Sialic acid storage disease,
Salla disease

GM2 aktivator

katepsin D

protein-palmitoyl
thioesterasa

tripeptidylpeptidasa

battenin

CLN4

CLN5

CLNG6

CLN7

CLNS8

cystinosin

sialin

gangliosid GM2

saposin D a A

saposin D a A

podjednotka c ATP
synthasy

podjednotka c ATP
synthasy

podjednotka c ATP
synthasy

podjednotka c ATP
synthasy

podjednotka c ATP
synthasy

podjednotka c ATP
synthasy

podjednotka c ATP

synthasy

cystin

volna kyselina
sialova

progredujici neurologické
onemocnéni, spinocerebellarni
degenerace, vystupnovana ulekova
reakce, dystonie, tfeSniova skvrna

zavazné neurologické abnormality pii
narozeni, kiece, mikrocefalie, apnoe,

slepota, krece, demence, stereotypni
pohyby rukou,choreoatetosa, vyrazna
atrofie mozku

kfrece, demence, zrakové selhani,
myoklonus, ataxie, atrofie mozku

slepota, krece, demence, myoklonus,
setfena rec¢, echolalie, atrofie mozku

demence, facialni dyskinesy,
myoklonus, psychotické priznaky,
atrofie mozku

kiece, demence, zrakové selhani,
myoklonus, ataxie, atrofie mozku

kiece, demence, zrakové selhani,
myoklonus, ataxie, atrofie mozku

krece, demence, zrakové selhani,
myoklonus, ataxie, atrofie mozku

krece, demence

zakal rohovky, hepatopatie,
nefropatie, porucha rastu, acidosa

neprospivani, hepatosplenomegalie,
psychomotoricka retardace,
dysostosis multiplex

Mukolipidosa IV mucolipin-1 komplexni stfadany | psychomotoricka retardace, o¢ni
materialni abnormality
porucha acidifikace endosomu
Jiné

mnohocetny deficit sulfatas
(multiple sulfatase
deficiency)

I-cell disease,
pseudo-Hurler
polydystrophy

Pyknodysostosa

formylglycin generating
enzyme (FGE)

N-acetylglukosaminyl-1-
fosfotransferasa

Katepsin K

stradani a zmény

zpusobené deficity 12

sulfatas

komplexni stradani
zpusobené deficity
proteint
transportovanych
M6PR
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variabilni fenotypové projevy
odpovidajici deficitu jednotlivych
sulfatas, mj. hepatomegalie, hrubé
rysy obli¢eje, ichtiosa

dysmorfie, zbytnéni dasni, dysostosis
multiplex, organomegalie,
psychomotoricka retardace, zakal
rohovky

maly vzrast, dysmorfie,
generalizovana osteoskleré6za,



Niemann-Pickova choroba  neenzymové proteiny cholesterol, variabilni hepatosplenomegalie,

typu C NPPC1 a NPC2 glykolipidy vertikalni supranuklearni
oftalmoplegie, progresivni ataxie,
dystonie a demence

Danonova choroba LAMP2 komplexni stfadani, | Kardiomyopatie, akumulace

glykogen autofagickych vakuol v srde¢nim a

kosternim svalu

Zkratky:

LAMP2 ... lysosomal membrane protein 2

NCL ... neuronalni ceroidlipofuscinosa

LINCL ... pozdni infantilni NCL (late infantile NCL)
M6PR ... mannoso-6-fosfatovy receptor

HS ... heparan sulfat

DS... dermatan sulfat

C4S ... chondroitin 4 sulfat

C6S ... chondroitin 6 sulfat

KS ... keratan sulfat
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2 Cile prace

1.

Deficit prosaposinu, prekursorového proteinu pro aktivatory glukocerebrosidasy a
dalSich lysosomalnich hydrolaz, byl do té doby popsan u jedné rodiny na svété. Nasim
cilem bylo v dalsi rodiné podrobné charakterizovat klinické, morfologické, biochemické
a molekularni rysy onemocnéni a odvodit z nich poznatky o patogeneze choroby.
Chitotriosidasa je chitinaza masivné exprimovana stfadajicimi Gaucherovymi
bunkami u Gaucherovy choroby. Cilem studie, na které se autor teze podilel pfi praci
v zahrani¢ni laboratori, bylo charakterizovat i dalsi, neenzymové c¢leny proteinové
rodiny, do které chitotriosidasa patri.

U Fabryho nemoci, gonosomalné dédi¢né sfingolipidosy, byl nejasny vliv inaktivace
chromozomu X na fenotyp heterozygotnich Zen. Cilem prace bylo sledovat rozdil mezi
tizi postizeni u Zen s vyraznym zeSikmenim inaktivace ve prospéch mutantnicho
chromozomu a zen s nahodnou inaktivaci a tak odvodit zda zeSikmeni ma vliv na
fenotyp. DalSim cilem prace bylo charakterizovat mutace u uceleného souboru
¢eskych pacientt s Fabryho chorobou.

DalSim cilem prace bylo objasnit na molekularni trovni pri¢iny onemocnéni u dvou
Zen s Fabryho chorobou, u jejichZ rodi¢th nebyla v DNA isolované z krve nalezena
mutace v genu pro alfa-galaktosidasu A.

Posledni lysosomalni enzymopatii, u které nebyl znam gen kodujici deficitni enzym
byla Sanfilippova choroba typu C (mukopolysacharidosa IIIC, MPS IIIC). Cilem prace
bylo pomoci genové vazby zuzit kandidatni interval, identifikovat gen pro onemocnéni,
a charakterizovat jej. Dalsim cilem bylo provést analyzu mutaci u co nejvétsiho poctu

pacienti s MPS IIIC.
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3 Vysledky a publikace

Vysledky jsou razeny do kapitol. Diskuse k publikacim je uvedena hned v prislusné

podkapitole.
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3.1 Chitotriosidasa
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3.1.1 Chitotriosidase, a chitinase, and the 39-kDa human cartilage
glycoprotein, a chitin-binding lectin, are homologues of family 18 glycosyl

hydrolases secreted by human macrophages.

Renkema GH, Boot RG, Au FL, Donker-Koopman WE, Strijland A, Muijsers AO, Hrebicek M,
Aerts JM.
Eur J Biochem. 1998 Jan 15;251(1-2):504-9.

Chitotriosidasa je lidskou chitinasou, ktera je exprimovana predevsim aktivovanymi
makrofagy. Jeji aktivita je extrémné zvySena v séru pacientti s Gaucherovou chorobou a
nékterymi dalSimi onemocnénimi [49] a stala se biochemickym markerem pouzZivanym pro
monitorovani lécby pacientt s Gaucherovou chorobou (deficit glukocerebrosidasy).
Chitotriosidasa byla popsana pomérné nedavno - skupina Hanse Aertse ji objevila zacatkem
devadesatych let minulého stoleti a v roce 1998 byla publikovana prace popisujici gen pro
chitotrosidasu [50]. Své jméno ziskala diky schopnosti Stépit umelé chitoriosidové substraty.
Je schopna S§tépit chitin a predpoklada se, Ze mutiZze hrat roli v obrané proti patogentim
obsahujicim chitin.

V plasmé a tkanich pacientt s Gaucherovou chorobou je vyrazné zvysSena aktivita
chitotriosidasy, diky masivni produkci Gaucherovymi bunkami stradajicimi glukosylceramid.
Chitotriosadasa v lidskych tkanich je heterogenni, jednotlivé isoformy maji rozdilny
isoelektricky bod a/nebo molekulovou hmotnost. Hlavni isoforma ma molekulovou hmotnost
50kDa, minoritni forma 39 kDa. 50 kDa forma je posttranslacné O-glykosylovana na
karboxylovém konci molekuly. VétSina 50-kDa enzymu je sekretovana, mensi cast vSak
zustava intracellularné a transportovana do lysosomu. Tento enzym je intracelularné
proteolytickym Stépenim na karboxy konci procesovan na 39 kDa formu [51].

Gen pro chitotriosidasu se nachazi za chromozomu 1 (1q31), ma délku 20 kb a sklada se z
12 exonu [50].

Chitotriosidasa je spolu s oviduktinem, lidskym chrupavkovym glykoproteinem 39 (human
cartillage glycoprotein 39, HC gp-39) a YKL39 razena do rodiny lidskych chitinaz. Tyto dalsi
proteiny na rozdil od chitotriosidazy nemaji detekovatelnou enzymovou aktivitu a jejich
funkce neni zcela jasna.

Deficit chitotriosidazy je c¢asty v mnoha populaci, v holandské populaci je 6% osob
homozygoty a 37% osob heterozygoty pro deficitni alelu popsanou niZe. VSechny vySetrené
osoby s deficitem byly homozygoty pro duplikaci 24 parti bazi v 10. exonu genu pro

chitotriosidazu. Duplikace vede k aktivaci kryptického 3' sestfihového mista a k deleci 87
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nukleotidi v mRNA, ktera neporusSuje ¢teci ramec. Deficit nema Zadny zjevny fenotypovy
projev, coZ by mohlo naznacovat, Ze aktivita chitotriosidazy je u ¢lovéka redundantni. Funkci
ortholognich chitindz u rostlin je obrana proti patogenim houbam a obdobnou funkci
pravdépodobné plni chitotriosidaza u clovéka. Nabizi se srovnani s lysosymem, ktery ma
prokazanou antibakterialni funkci a jehoZ deficit u kralikti neni spojen s Zadnym fenotypem.
Skupina dr.Aertse popsala v roce 2001 dalsi lidskou chitinazu — savéi kyselou chitinazu
(acidic mammalian chitinase, AMCase) [52]. Tento enzym, ktery je odliSny od chitotriosidazy a
ma odlisné pH optimum a jinou expresi v tkanich, mutze hypoteticky kompenzovat funkci
chitotriosidazy u osob s deficitem tohoto enzymu. AMCasa ma orthology u fady savcich
druhu.

PriloZena prace prokazuje, zZe aktivované makrofagy secernuji velké mnozstvi chitotriosidasy a
HC gp-39. Tento protein je lektinem, ktery se specificky vaZe na chitin a v doméné¢, ktera u
chitotriosidazy odpovida aktivnimu centru, obsahuje mutaci zpusobujici, Ze je protein
enzymaticky neaktivni.

Na této praci se predkladatel podilel v dobé svého pobytu laboratori Dr. Hanse Aertse v

Amsterodamu.
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3.2 Deficit prosaposinu
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3.2.1 A novel mutation in the coding region of the prosaposin gene leads to a
complete deficiency of prosaposin and saposins, and is associated with a

complex sphingolipidosis dominated by lactosylceramide accumulation.

Hulkova H, Cervenkova M, Ledvinova J, Tochackova M, Hiebicek M, Poupétova H, Befekadu
A, Berna L, Paton BC, Harzer K, Béér A, Smid F, Elleder M.

Hum Mol Genet. 2001 Apr 15;10(9):927-40.

Prosaposin je polyfunkéni glykoprotein, ktery je prekursorem saposint, ¢&tyr malych
aktivatori hydrolaz ucastnicich se lysosomalniho odbouravani komplexnich glykosfingolipidua
a soucasné je mu prisuzovana fada dalSich funkeci intra - i extracelularné, vcetné
neurotrofnich a neuroprotektivnich uéinkt. Lidsky gen pro prosaposin je lokalizovan na
chromosomu 10 a je dlouhy vice nezZ 40 kb. mRNA pro prosaposin kéduje polypeptid o
velikosti 70 kDa obsahujici signalni peptid pro vstup do endoplasmatického retikula a ¢tyri
homologni domény odpovidajici ¢tyfem saposinim A-D (SAP, sphingolipid activator protein).
U lidi alternativni sestfih exonu 8, ktery se nachazi v doméné pro saposin B, vede ke vzniku
tfi forem prosaposinu (524, 526 a 527 aminokyselin) [53,54,30]. Studie v tkanovych
kulturach svédci pro to, ze intracelularni transport prosaposinu je do zna¢né miry zavisly na
isoformé. Forma s tfemi aminokyselinami kodovanymi exonem 8 je prednostné sekretovana,
zatimco forma bez téchto aminokyselin kon¢i prednostné v lysosomu [55].

Hanzkani-Covo a spolupracovnici [56] z fylogenetické a evoluéni analyzy dostupnych
prosaposinovych sekvenci odvodili, Ze lidsky gen pro prosaposin vznikl pravdépodobné dvéma
po sobé nasledujicimi duplikacemi. VSechny saposiny maji obdobnou strukturu - maji
velikost blizkou 80 aminokyselinam, maji Sest cysteinovych zbytki na obdobnych posicich,
glykosylacni misto a konservovany prolin. VSechny saposiny vznikaji proteolyzou
prekurzorového proteinu, prosaposinu.

Saposiny jsou navzajem vysoce homologni a jejich sekvence obsahuje Sest vysoce
konzervovanych cysteinovych zbytki a konzervované N-glykosylacni misto. Struktura
disulfidovych mutstki byla objasnéna u saposinua B, C, D. Pritomnost disulfidovych mustka
je nezbytna pro funkci saposini a také se ziejmé podili na vysoké termostabilité saposinu a
jejich odolnosti viaéi kyselému pH a proteolytickym enzymtim [57].

Prosaposin in vitro stimuluje rist neuritd a predchazi apoptéze. In vivo bylo ukazano, Ze
predchazi ischemickému poskozeni neurontt - z toho byla dovozena neuroprotektivni

/neurotrofni funkce tohoto proteinu. Malé peptidy, odvozené ze sekvence aminoterminalni
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¢éasti saposinu - oznacované téZ jako prosaptidy - obsahuji predpokladanou neurotrofni
sekvenci. Synteticky prosaptid zaloZeny na této sekvenci vSak na ovéreném modelu spinalni
ischemie nemél neuroprotektivni i¢inky, ale naopak vedl ke zhorsSeni behavioralnich uéinka
ischemie [58,59].

Ve studiich in vitro byly popsany vlivy, které maji jednotlivé saposiny na aktivaci riznych
lysosomalnich hydrolaz. Prtikaz aktivace in vitro neni prikazem, Ze k obdobné aktivaci
dochazi in vivo, fada téchto vysledkt je zjevné arteficidlni a neni zcela relevantni pro
hodnoceni funkce saposint v organismu. Velky vyznam ma fenotyp a biochemické
abnormality u lidskych a zvifecich deficiti jednotlivych saposinti. Deficit saposinu A
zpusobuje variantni formu Krabbeho choroby s normalni aktivitou galaktocerebrosidasy.
Krabbeho choroba je geneticky odliSné onemocnéni zptisobené mutacemi v genu pro
galaktocerebrosidasu [35,60].

Deficit saposinu B je asociovan s variantni formou metachromatické leukodystrofie (MLD) s
normalni aktivitou arylsulfatazy A, jejiz deficit je pricinou MLD [61]. Mutace v doméné pro
saposin C zptsobuji variantni formu neuronopatické Gaucherovy choroby s normalni
glukocerebrosidasou [62]. Teprve nedavno bylo prokazano na zvifrecim modelu, Ze saposin D
in vivo aktivuje kyselou ceramidasu [38].

Deficit celého prekursorového proteinu, prosaposinu, vede u lidi k nesmirné zavaznému
lysosomalnimu onemocnéni, jehoz priznaky jsou patrné jiz pfi narozeni. Toto onemocnéni je
predmétem dvou prilozenych publikaci, které popisuji klinické, biochemické a molekularni
nalezy u dvou pacientd s timto velmi vzacnym onemocnénim. V dobé, kdy vysla, popisovala
prvni z publikaci druhou znamou rodinu s deficitem prosaposinu [63].

Biochemické rysy odpovidaji kombinaci deficitd vSech ¢&tyf saposint a vystupnovana
neuronalni deplece je kompatibilni s deficitem neurotrofni funkce prosaposinu. Ve tkanich je
pritomno stfadani komplexni smeési lipidi. Detailni popis a rozbor morfologickych a
biochemickych nalez(i je soucasti publikace.

V prvni popsané rodiné s deficitem prosaposinu byl proband homozygotni pro mutaci v
iniciaécnim kodonu genu pro prosaposin [62]. V inicia¢nim kodonu a v sekvenci kodujici
saposin A jsme nenalezli Zadnou mutaci, i kdyz byly pfitomny biochemické znamky deficitu
vSech saposinu véetné saposinu A. Homozygotni mutaci ¢.809delG jsme nalezli azZ v 9 exonu
v doméné saposinu B. Mutace vede k posunu ¢teciho ramce a predéasnému stop kodonu.
NasSe hypotéza, ze mutace vede k odbourani transkriptu mechanismem nonsense-mediated
decay, byla potvrzena vySetrenim v kultivovanych kozZnich fibroblastech u rodi¢t. V jaderné
RNA byl nalezen technikou RT-PCR primarni transkript z mutantniho genu, ale v cytosolové

RNA mutantni transkript nebylo mozné detekovat.
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Revidovali jsme také diagnosu u pacienta, ktery zemrel v osmdesatych letech pod diagnosou
téZké formy Niemann-Pickovy choroby typu C se stradanim laktosylceramidu [64].
Imunohistochemicky byl prokazan deficit vSech saposinil a u matky pacienta byla nalezena
mutace c¢.809delG. DNA od pacienta nebyla k disposici pro vySetfeni. Rodiny obou pacientil
neudavaly vzajemné piibuzenstvi, obé vSak pochazi z vychodniho Slovenska pobliz Kosic z
vesnic vzdalenych zhruba 30 km.

Druha z publikaci popisuje dalSiho pacienta, pivodem z Némecka. Pacient je homozygotni
pro mutaci c.1 A > T, kterd byla nalezena v jiz dfive v némecké rodiné s deficitem
prosaposinu.

Tyto publikace podrobné definovaly fenotypové rysy deficitu prosaposinu, prokazaly, ze deficit
celého prosaposinu muze byt disledkem mutaci v distalnich ¢astech genu diky mechanismu
nonsense-mediated decay a upozornily dale na nutnost zvaZovat diagnosu deficitu
prosaposinu u déti se zavaznym neurologickym postiZenim a organomegalii Vv
novorozeneckém véku. Navrhli jsme dale, Ze vhodnym zptsobem screeningu u déti s
podezienim na deficit prosaposinu muze byt vySetieni lipidi v mo¢i hmotovou spektrometrii -
to se pozdéji potvrdilo. Revidovali jsme sekvenci prvniho exonu genu pro prosaposinu a

zmeény podali do Genbank ( accession no. AF307850 ).
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3.2.2 Prosaposin deficiency -- a rarely diagnosed, rapidly progressing, neonatal

neurovisceral lipid storage disease. Report of a further patient.

Elleder M, Jefabkova M, Befekadu A, Hrebicek M, Berna L, Ledvinova J, Htilkova H,
Rosewich H, Schymik N, Paton BC, Harzer K.

Neuropediatrics. 2005 Jun;36(3):171-80

Diskuse k publikaci je v predchozi kapitole
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3.3 Fabryho choroba (deficit alfa-galaktosidasy A)
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3.3.1 Relationship between X-inactivation and clinical involvement in Fabry
heterozygotes. Eleven novel mutations in the alpha-galactosidase A gene in the

Czech and Slovak population.

Dobrovolny R, Dvorakova L, Ledvinova J, Magage S, Bultas J, Lubanda JC, Elleder M,
Karetova D, Pavlikova M, Hrebicek M

J Mol Med. 2005 Aug;83(8):647-54

Fabryho choroba je zptisobena deficitem lysosomalni hydrolasy alfa-galaktosidasy A. Gen
pro alfa-galaktosidasu A je lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu X a je homologni s
genem pro lysosomalni alfa-N-acetylgalaktosaminidasu (NAGA, drfive alfa-galaktosidasa B),
ktera ma podobnou substratovou specifitu [65]. NAGA, na rozdil od alfa-galaktosidasy A,
ktera ma afinitu k glykolipidnim substratim, ptsobi prednostné na hydrofilni
oligosacharidové substraty. Deficit NAGA u lidi je pri¢inou Schindlerovy choroby, respektive
Kanzaki disease, u kterych se stradaji glykopeptidové substraty [66]. Predpoklada se, Ze oba
geny vznikly duplikaci hypotetického ancestralniho genu. U C.elegans a pribuznych
organismut byl nalezen pouze jeden ortolog obou gent, jehoZ produkt je aktivni vii¢i obéma
druhtim substrati. Tento gen muiZe byt blizky hypotetickému ancestralnimu genu [67].
Lidsky gen pro alfa-galaktosidasu A je lokalizovan na Xq22.1 a obsahuje sedm exonu (Gen
Bank accession X 14448). mRNA koduje polypeptid o 429 aminokyselinach [68]. Zpravy o
editaci mRNA nebyly jinymi laboratofemi potvrzeny. U pacienti s Fabryho chorobou v ném
bylo nalezeno vice neZ 300 mutaci [48,69]. Diagnosa Fabryho choroby je obvykle stanovena
vySetfenim aktivity alfa-galaktosidasy A v leukocytech, plasmé nebo Kkultivovanych
fibroblastech.

Fabryho choroba je gonosomalni onemocnéni s téZkym postiZenim u hemizygotnich muza a
ruznou tizi postizeni u heterozygotnich Zen. Fabryho choroba byly tradiéné popisovana jako
gonosomalné recesivni onemocnéni s minimalnim postizenim u Zen, ale novéjsi zhodnoceni
fenotypu heterozygotnich zen ukazalo, Ze postizeni ¢asto byva stejné tézké jako u
hemizygotnich muzd, i kdyZ v pozdéjsim veéku [70] a Ze onemocnéni diky tomu nelze pokladat
za recesivni.

Inaktivace chromozomu X je biologicky dtileZity mechanismus kompenzace genové davky
mezi pohlavimi u savct. Mechanismus nahodné inaktivace chromozomu X je predmétem
rady prehlednych publikaci (napf. B. Migeon, "Females are mosaics", Oxford University Press,

2007 ) a nebude zde proto diskutovan. Pomér mezi inaktivovanymi chromozomy X je obvykle
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blizky poméru 1:1. ZeSikmeni inaktivace (X-inactivation skewing) ve prospéch jednoho z
chromozomt X muZe byt nahodné. ZeSikmeni inaktivace je stochasticky dé&j, v populaci
zdravych zen rozdéleni zeSikmeni odpovida nahodnému rozdéleni. Vyrazné zeSikmeni ve
prospéch jednoho z chromozomu muiZe byt také zptisobeno selekci bunék v dusledku mutaci
¢i polymorfismu ovliviiujicich rust ¢i prezZiti bunék v genech lokalizovanych na chromozomu
X [71]. Prikladem je extrémni zeSikmeni inaktivace v lymfocytech u Zen heterozygotnich pro
nékteré formy tézké X-vazané imunodeficience (XSCID) [72].

U zZen heterozygotnich pro gonosomalni onemocnéni inaktivace muiize, ale nemusi, podstatné
ovlivnit tiZi onemocnéni. Né&kolik publikaci popisujicich klinicky obraz u Zen s Fabryho
chorobou svédc¢ilo pro to, zZe inaktivace chromozomu X muZe ovlivnit fenotyp u zZen
heterozygotnich pro Fabryho chorobu [73,74]. Rozhodli jsme se vztah mezi genotypem a
inaktivaci prozkoumat systematicky.

Fabryho choroby jsme vidéli v tom, Ze nebraly do tuvahy vék pacientti. Fabryho choroba je
pomalu progredujici onemocnéni s postupnym zhorSovanim organovych funkci. Napiiklad,
"lehky" prubéh onemocnéni ve étyriceti letech véku znamena obvykle zavaznéjsi postiZeni nez
"tézZky" priibéh ve dvaceti letech - proto bylo pfi hodnoceni zavaznosti choroby brat v uvahu
vék. Rozhodli jsme se pouZit klinické skore a ve spolupraci s Prof. Bultasem a jeho
spolupracovniky z II. interni kliniky jsme zacali skore vyvijet a klasifikovat pacienty. V
prubéhu prace bylo velmi podobné klinické skore publikovano skupinou autord s univerzity
v Mainzu (MSSI Mainz Severity Score Index )[75]. Vzhledem k tomu, Ze za této je situace bylo
velmi téZké naSe skore prosadit a také proto, Ze MSSI bylo velmi podobné nasemu skore a
davalo srovnatelné vysledky, rozhodli jsme se hodnotit fenotyp pomoci MSSI.

ZeSikmeni inaktivace jsme kvantifikovali pomoci nejc¢astéji uzivaného testu, ktery hodnoti
metylaci v CpG ostriivku v promotorové oblastu genu pro lidsky androgenni receptor
(HUMARA), alely jsou rozliSeny pomoci vysoce polymorfniho délkového polymorfismu v blizké
repetitivni sekvenci [76,77]. Soucasné jsme vySetrili mutaci a délku repetitivni sekvence
lezici na mutantnim chromosomu jsme identifikovali vySetfenim u rodi¢t. Predpokladali
jsme, Ze nedoSlo k rekombinaci. Osoby, které byly informativni pro polymorfismus v
HUMARA jsme zaradili do studie, zeSikmeni inaktivace jsme vyjadrovali jako pomeér mezi
inaktivnimi chromosomy nesoucimi normalni sekvenci alfa-galaktosidasy A a mutantnimi
chromozomy (XCIR - X-chromosome inactivation ratio).

Rozmezi, podle kterych se v literatufe zeSikmeni inaktivace hodnoti jako "normalni", "vyrazné
zesikmeneé", "extrémné zeSikmené" a podobné, jsou Cisté arbitrarni a v publikacich se

pouzivaji rtizné hodnoty. Pro ucely na$i studie jsme zkoumané osoby rozdélili do dvou
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skupin: vyznamné zeSikmeni ( XCIR <25:75 nebo 275:25); nahodna inaktivace (XCIR 225:75
a soucasné <75:25), tak jako jini autofi. Pro kazdou ze skupin jsme vynesli do grafu celkové
MSSI skore v(i¢i véku. Porovnavali jsme regresni kfivky u obou skupin a zkonstruovali jsme
nékolik regresnich modelt, v prilozené publikaci je uveden ten nejlepsi z nich. Rozdil mezi
obéma skupinami pacientek byl statisticky vyznamny, coZ svédéi pro vyznamny vliv
inaktivace chromozomu X na fenotyp u heterozygotnich Zen. I kdyz pocet informativnich
heterozygotek byl pomérné maly a vysledky by bylo vhodné ovérit na vétsi skupiné, je tato
prace prvni studii, ktera systematicky prozkoumala vztah mezi inaktivaci a tizi postiZeni u
Je velmi zajimavé, Ze s jednou vyjimkou byl ve skupiné Zen s vyznamnym zeSikmenim
inaktivovan prednostné vzdy zdravy chromozom (10:1). Vzhledem k relativné malému poctu
osob v této skupiné se muiiZze jednat o nahodny vysledek, nelze vSak vylouéit, Ze dochazi k
selekci ve prospéch bunék stradajicich biologicky aktivni glykolipidy (globotriaosylceramid).
vySetrované a vybér zahrnoval Zeny vSech vékovych skupin s riznym postiZzenim. O moZném
mechanismu 1ze pouze spekulovat, hlavni stradany glykolipid globotriaosylceramid je
receptorem pro shiga- toxin a pribuzné toxiny (jeho prirozeny ligand zatim nebyl jednoznacné
identifikovan). Tato hypotéza vyZaduje dalsi vyzkum a vySe uvedené pozorovani je tfeba ovérit
na vétsim poctu heterozygotnich zZen.

Nenalezli jsme vyznamny rozdil v tizi klinického postizeni mezi hemizygoty s missense a
nonsense mutacemi vzhledem k véku, i kdyz takovy rozdil nalezli jini ve vétSim poctu
pacientt jini autori.

V praci jsou také popsany nové nové mutace, které jsme nalezli v ¢eskych rodinach s

M.Fabry.
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3.3.2 Recurrence of Fabry disease as a result of paternal germline mosaicism

for alpha-galactosidase A gene mutation.

Dobrovolny R, Dvorakova L, Ledvinova J, Magage S, Bultas J, Lubanda JC, Poupétova H,
Elleder M, Karetova D, Hrebicek M.

AmdJ Med Genet A. 2005 Apr 1;134A(1):84-7

Germinalni mosaicismus byl identifikovan jako nepriliS c¢asta pri¢ina genetického
onemocnéni u rady nemoci, které ve svém prehledném clanku diskutuje Zlotogora [78].
Frekvence germinalniho mosaicismu se v8ak lisi u rtznych nemoci, u nékterych nemoci
muzZe byt jeho vyskyt pomérné vysoky — napiiklad u Duchennovy choroby je pfitomen u 20%
matek, které v somatickych tkanich nenesou mutace nalezené u jejich postizenych synt [79,
80]. To je vyznamné riziko a je dtvodem pro provedeni prenatalni diagnostiky.

Germinalni mosaicismus pro mutaci vznika v ¢asné embryogenesi bud primo v zarodecné
linii nebo pfi vyvoji tkani a ma za nasledek soucasné mosaicismus germinalni a somaticky.
Podezieni na germindlni mosaicismus vznikne napfiklad pokud se rodi¢tim, ktefi nenesou v
krvi mutace pro nékteré dominantni ¢i gonosomalni onemocnéni narodi dvé ¢i vice déti s
timto onemocnénim [78].

Nase publikace popisuje prvni dokumentovany pripad germinalniho mosaicismu u Fabryho
choroby a diskutuje dusledky rizika germinalniho mosaicismu u Fabryho nemoci pro

genetické poradenstvi a pro prenatalni diagnostiku.
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3.4 Mukopolysacharidosa IIIC (deficit acetyl CoA:

glukosaminid N-acetyltransferasy, M.Sanfilippo IIIC )
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3.4.1 Mutations in TMEM76* cause mucopolysaccharidosis IIIC (Sanfilippo C

syndrome).

Hrebicek M, Mrazova L, Seyrantepe V, Durand S, Roslin NM, Noskova L, Hartmannova H,
Ivanek R, Cizkova A, Poupétova H, Sikora J, Ufinovska J, Stranecky V, Zeman J, Lepage P,
Roquis D, Verner A, Ausseil J, Beesley CE, Maire I, Poorthuis BJ, van de Kamp J, van
Diggelen OP, Wevers RA, Hudson TJ, Fujiwara TM, Majewski J, Morgan K, Kmoch S,
Pshezhetsky AV.

AmdJ Hum Genet. 2006 Nov;79(5):807-19

Sanfilippptv syndrom (mukopolysacharidosa III typu) je zptsoben deficity étyf enzymii, které
se podili na lysosomalni degradaci glykosaminoglykanu heparansulfatu. Tii z téchto enzymu
jsou lysosomalni hydrolasy, ¢tvrty enzym, acetyl-koenzym A: glukosamin N-acetyl transferasa
(N-acetyltransferasa), je membranovy enzym zodpovédny za acetylaci glukosaminovych
zbytkta ve oligosacharidech pochazejicich z heparansulfatu [81]. Deficit tohoto enzymu je
pric¢inou mukopolysacharidosy typu IIIC, zavazného dédicného metabolického onemocnéni,
které se klinicky jen nepatrné odliSuje od ostatnich typti Sanfilippova syndromu [82].
N-acetyltransferasa je mezi lysosomalnimi enzymy vyjimkou : acetylkoenzym A slouzi k
acetylaci histidinového zbytku enzymu na cytosolarni strané lysosomalni membrany.
Acetylovy zbytek je translokovan do lumina lysosomu a nasledné je prenesen na
glukosaminovy zbytek. Acetylace je podminkou pro dalsi enzymaticky krok, Stépeni N-
acetylglukosaminidasou. Tento model byl rozvinut v osmdesatych letech minulého stoleti
zejména v pracech Karen Bame a Leonarda H. Rome [83,84,85,86]. Meikle a spolupracovnici
diskutovali podrobné kinetiku enzymové reakce [87].

Pokusy o purifikaci enzymu byly doposud neuspésné, zdarilo se pouze c¢astecné obohaceni
enzymové aktivity [88]. Auseil a spolupracovnici [89] nalezli 120 kDa acetylovany
lysosomalni membranovy protein, ktery nebyl pfitomen ve kultivovanych fibroblastech
pacienta s MPS IIIC, nepodaftilo se jim nicméné protein identifikovat.

Pokusy nalézt gen pomoci genové vazby umistily gen do pericentromerické oblasti
chromosomu 8, nicméné Zadny z vice neZ dvou desitek vySetfenych gent neobsahoval u
pacientd s MPS IIIC mutace (A.Psezhetsky, osobni sdéleni).

Gen mutovany u MPS III C byl poslednim neznamym genem ve skupiné lysosomalnich

onemocnéni. V Ceské republice byl maly pocet rodin s MPS IIIC, ktery nedovoloval mapovat
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MPS IIIC pomoci genové vazby jako autosomalni recesivni vlohu. Stanoveni enzymové aktivity
vSak umoznuje rozlisit s dobrou spolehlivosti prenasece a zdravé homozygoty pro MPS IIIC.
To nam umoznilo mapovani s vyuzitim kodominantniho modelu. V mapovani jsme se
Podarilo se nam zuzit kandidatni oblast na usek mezi markery D8S1115 a D8S1460, ktery
obsahoval 32 genu. Tento usek vSak stale obsahoval v podstaté neznamou sekvenci
centromery.

Pro identifikaci genu jsme vyuzili dvé strategie — vyhledavani kandidatnich genti a hledani
rozdili v expresi gentl z kandidatnho useku mezi kontrolami a pacienty s MPS IIIC.
Biochemické studie prokazaly, Ze N-acetyltransferaza je vysoce hydrofobni transmembranovy
protein, studie Ausseil et al. [89] naznacila, Ze by jeho molekulova hmotnost mohla byt
zhruba 120 kDa. Nasim hlavnim kriteriem pro vyhledavani v kandidatni oblasti byly
mnohocetné transmembranové useky v predikovaném proteinu. Pouze jeden protein mél vice
nez ¢tyri predikované transmembranové useky — protein neznamé funkce, TMEM76.

Druha strategie pro nalezeni genu kodujiciho N-acetyltrandferazu byla zaloZena na hledani
rozdild v expresi genu z kandidatniho useku mezi pacienty a kontrolnimi osobami. Pokud
pacienti nesou mutace, které snizuji mnozstvi transkriptu - jako napriklad nulové mutace,
které casto vedou k odbourani mutantni mRNA mechanismem nonsense-mediated decay -
Ize ocekavat, Ze kandidatni gen bude mit sniZenou expresi u pacientti s MPS IIIC. Expresi
genli jsme vySetfili pomoci DNA &ipa pripravenych pro tento ucel. Cipy obsahovaly ¢asti
sekvence cDNA 32 genu z kandidatni oblasti. Analyza exprese u dvou pacienta s MPS IIIC, od
kterych jsme méli k disposici kultivované kozni fibroblasty jako zdroj RNA, opét identifikovala
TMEM76 jako jediny gen s vyznamnymi zménami v expresi genti. Detaily statistického
zpracovani jsou uvedeny v publikaci.

VySetfeni sekvence TMEM76 u vSech pacientt s MPS IIIC nalezlo mutace, navic mutace
kompletné segregovaly s heterozygotnimi aktivitami N-acetyltransferasy u ¢lenti rodin s MPS
IIIC. To potvrdilo, ze TMEM76 je genem zodpovédnym za mukopolysacharidosu IIIC
Transientni expresi TMEM 76 v deficitnich fibroblastech jsme potvrdili, Ze gen kéduje N-
acetyltransferazu.

Gen byl objeven ve stejné dobé také jinou skupinou [90]. V soucasnosti nese jméno HSGNAT
(Homo Sapiens Glucosaminid N-Acetyl Transferase) a je predmétem dalSiho vyzkumu nasi

skupiny i jinych [91].
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4 Zavér
Jak bylo zminéno jiZ v uvodu, lysosomalni nemoci poskytuji jedineé¢ny pohled na funkci
deficitnich proteinti, ktera nemusi byt plné objasnéna studiemi in vitro. Proto ma vyznam
studovat pacienty s témito vzaicnymi nemocemi a poucit se z komplexnich projevit nemoci na
biochemické, morfologické a molekularni trovni.
Tato teze predklada prace, které se zabyvaji sfingolipidosami, nejéastéjsi skupinou
lysosomalnich chorob a také jednou z mukopolysacharidos. Jadrem této prace je sledovani
molekularnich pri¢in nemoci ve vztahu ke klinickym projeviim. To ma prakticky vyznam,
protoZze u nékolika lysosomalnich nemoci je k disposici u¢inna, ale extrémné draha lécba,
kterou zdravotni pojiSténi neni s to hradit pro vSechny pacienty nikde na svété. Lécba je také
sporna u pacientd s pokrocilym onemocnénim, kde existujici organové postiZzeni (tzv.
rezidualni nemoc) nedava nadé€ji na zlepSeni stavu léCbou pric¢in nemoci. Napriklad u
pacientil v kone¢nych fazich ledvinného selhani v disledku Fabryho nemoci nema podavani
deficitniho enzymu smysl, protoZe patologické zmény v ledvinné tkani jsou ireversibilni. Do
popredi se tak dostava preventivni lécba, ktera je zvaZovana u pacientt s rizikem zavazného
prubéhu nemoci. Problémem je, jak riziko zavaZzného postiZeni zjistit u pacientti, ktefi v
mladém véku maji zatim jen minimalni priznaky.
U Fabryho choroby jsme jako prvni potvrdili, Ze tize postizeni u heterozygotnich ZzZen
skutecné zavisi na inaktivaci chromozomu X a Ze vySetreni inaktivace lze pravdépodobné
vyuzivat pro predikci fenotypu - to bude predmeétem dalSich studii. Studie nam také
umoznila vyslovit zajimavou hypotézu o mozné selekci ve prospéch bunék vykazujicich
stfadani — to také bude predmeétem dalSiho studia.

Dulezitym prinosem této disertace pro zakladni vyzkum je nalezeni a charakterizace genu
mutovaného u mukopolysacharidosy typu IIC. Gen koéduje neobvykly membranovy
lysosomalni enzym, N-acetyltransferazu, ktera je predstavitelem nové rodiny proteind. Jejimi
jedinymi znamymi ¢leny jsou kromé N-acetyltransferazy pouze bakteridalni proteiny nesouci
doménu COG4299.
Kromé prinosu pro poznani lysosomalnich nemoci tyto prace meély bezprostfedni prakticky
piinos diky zlepSené genetické péci o rodiny, vcetné presné diagnostiky prenasecti a

prenatalni diagnostiky.
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5 Podékovani

Dékuji svému Skoliteli, profesoru Ellederovi a vSem spolupracovnikim a studentiim, bez
nichz by tyto a dalsi prace nevznikly. Veliky dik patii také pacientim s metabolickymi

chorobami a jejich rodinam.
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