Disfunkcije metabolizma sfingolipida

Hefer, Marija

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2018

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: Josip Juraj
Strossmayer University of Osijek, Department of Chemistry / Sveuciliste Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Odjel za kemiju

Permanent link / Trajna poveznica: https://urm.nsk.hr/urn:nbn:hr:182:331978

Rights / Prava: In copyright/Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-23

Repository / Repozitorij:

Repository of the Department of Chemistry, Osijek

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLII

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:182:331978
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.kemija.unios.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/kemos:237
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/kemos:237
https://dabar.srce.hr/islandora/object/kemos:237

Sveuciliste J. J. Strossmayera u Osijeku
Odjel za kemiju

Preddiplomski studij kemije

Marija Hefer
Disfunkcije metabolizma sfingolipida

(Sphingolipid metabolism dysfunctions)

Zavrs$ni rad

Mentor: doc. dr. sc. Martina Srajer Gajdosik

Neposredni voditelj: Marija Paurevié, asistent

Osijek, 2018. godine



Sazetak

Sfingolipidi su glavne komponente stanicnih membrana u zivéanom sustavu svih
eukariota. S obzirom da su uklopljeni u stani¢ne membrane, oni kontroliraju i bitne
stani¢ne signalne puteve. Najvecu ulogu u stani¢noj signalizaciji ima ceramid koji inducira
stani¢nu smrt mijenjajuci pritom strukturu membrana. Ostali sfingolipidi koji su odgovorni
za izgradnju dijele se na glikosfingolipide i fosfosfingolipide. Disfunkcijom metabolizma
bilo kojeg sfingolipida dolazi do njihovog nakupljanja, a samim time i pojave neuroloSkih
oboljenja. Lizosomske bolesti nakupljanja kod kojih dolazi do pogresne razgradnje i
skladistenja tih lipida nazivaju se sfingolipidoze. Sfingolipidoze su nasljedne bolesti
uzrokovane nedostatkom enzima za razgradnju ili sfingolipid aktiviraju¢ih proteina (SAP).
Iako terapije za vec¢inu tih bolesti nisu dostupne zbog neistraZzenosti njihove etiologije,

daljnjim istrazivanjima otkrivaju se nove potencionalne metode za njihovo lijecenje.

kljuéne rijeci: sfingolipidi, ceramid, stanicna membrana, sfingolipidoze, Ziv€ani sustav



Abstract

Sphingolipids are the main constituents of cell membranes in the nervous system of all
eukaryotes. Being embedded in the cell membranes they also control some of the most
important cellular signaling pathways. Ceramide plays a major role in intracellular
signaling, changing the structure of cell membranes and thereby inducing the apoptosis.
The remaining sphingolipids that act as building blocks are divided into glycosphingolipids
and phosphosphingolipids. Dysfunctions in sphingolipid metabolism lead to their
accumulation in lysosomes, acting as a trigger for neurological disorders. Lysosomal
storage diseases, which arise because of the defects in degradation and storage of
sphingolipids, are called sphingolipidoses. Sphingolipidoses are a group of hereditary
genetic diseases caused by a lack of sphingolipid-degrading enzymes or sphingolipid
activator proteins (SAP). Treatments for most of these diseases are not yet established
because of the poor understanding of their ethiologies, although, novel studies are
discovering potentially new methods for their treatment.

keywords: sphingolipids, ceramide, cell membrane, sphingolipidoses, nervous system
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1. Uvod

Sfingolipidi su klasa lipida koja je prvi puta otkrivena 1870. godine u zZiv€anim stanicama
mozga, a ime su dobili po mitoloskoj Sfingi zbog svoje zagonetne prirode. Zajedno s
fosfolipidima i kolesterolom, oni ¢ine glavne komponente membranskog lipidnog dvosloja.
Za razliku od fosfolipida, ¢iju osnovu ¢ini glicerol, okosnicu sfingolipida ¢ini alkohol
sfingozin. Sfingolipidi izgraduju plazmatske membrane svih eukariotskih stanica, iako se u
najvecoj koncentraciji nalaze u stanicama srediS$njeg zivéanog sustava. Njihova tocna
uloga za sada jo$ nije odredena, ali je poznato kako pojedini sfingolipidi mogu posluziti

kao prijenosnici signala [1, 2].

Sfingolipidi, kao bioloski aktivne molekule, sudjeluju u kontroliranju kljuénih
stani¢nih procesa kao §to su stani¢no dijeljenje i stani¢na smrt. S obzirom da vecina tih
procesa ¢ini osnovu za nastanak patoloskih stanja, sfingolipidi su klju¢ni za pojavu
odredenih neuroloSkih bolesti. Iako su pojedina istrazivanja dokazala da sfingolipidi
sudjeluju u prijenosu signala i razvoju bolesti, molekularni mehanizmi po kojima se ti

procesi odvijaju ostaju nerazjasnjeni [3].



2. Biokemijska i funkcionalna svojstva sfingolipida

2.1. Strukturna Klasifikacija sfingolipida

Sfingolipidi su amfipatske molekule s hidrofilnim i hidrofobnim svojstvima, ¢ija polarnost
ovisi 0 supstituiranosti terminalne hidroksilne skupine ceramida. Hidrofobni dio
sfingolipida ¢ini sfingoidna dugolanana baza, odnosno dugolancani alifatski lanac sa
slobodnom terminalnom hidroksilnom skupinom i masnom kiselinom vezanom na amino
skupinu drugog ugljikovog atoma lanca. U hidrofilnom dijelu molekule terminalna
hidroksilna skupina moze biti supstituirana fosfatnom skupinom te Sefernim ostacima,
ovisno o vrsti sfingolipida. S obzirom na strukturne razlike sfingolipidi se dijele na:

sfingoidne baze i ceramide te kompleksne sfingolipide [4].

Sfingoidne baze su dugolancani alifatski amino alkoholi koji ¢ine definirajuce
strukturne jedinice sfingolipida. Postoji preko 60 razlicitih sfingoidnih baza koje se
medusobno razlikuju po duljini alkilnoga lanca, stupnju zasic¢enosti 1 poziciji dvostruke
veze te prisustvu hidroksilnih skupina. Najées$¢e sfingoidne baze u tkivima sisavaca su
sfingozin, sfinganin te 4-hidroksisfinganin, ¢ije su strukturne formule prikazane na Slici 1.
Medu najznacajnijima je sfingozin, odnosno 2-amino-4-oktadecen-1,3-diol, s obzirom da

on ¢ini glavnu okosnicu za nastanak kompleksnijih sfingolipida [5].
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Slika 1. Strukturne formule sfingozina, sfinganina i 4-hidroksisfinganina, adaptirano iz [5].



Najjednostavniji sfingolipidi su ceramidi koji se sastoje od dugog N-acilnog lanca
sa 16-26 ugljikovih atoma. Varijacije u duljini alkilnog lanca uzrokovane su postojanjem 6
razli¢itih ceramid sintaza koje kataliziraju nastanak ceramida razli¢itih duljina. Na Slici 2.
prikazana je strukura ceramida s 18 C-atoma s obzirom da kod sisavaca jedino taj ceramid

moze posluziti kao prekursor za nastanak kompleksnijih sfingolipida [6, 7].
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Slika 2. Strukturna formula ceramida s 18 C-atoma, adaptirano iz [7].

Kompleksni sfingolipidi nastaju supstitucijom terminalne hidroksilne skupine
ceramida fosfatnom skupinom i SeCernim ostacima. S obzirom na razli¢ite supstituente,
kompleksni sfingolipidi dijele se na: cerebrozide (glukozilceramid te galaktozilceramid),

sulfatide, globozide, gangliozide i sfingomijeline (Slika 3.) [7].
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Slika 3. Strukturne formule kompleksnih glikosfinogolipida i fosfosfingolipida, adaptirano
iz [7].

Kompleksni sfingolipidi, glikosfingolipidi i fosfosfingolipidi, primarno su
strukturne komponente plazmatske membrane. Cerebrozidi, sulfatidi, globozidi i
gangliozidi ¢ine Cetiri glavne vrste glikosfingolipida, a formiraju se dodatkom Seéernog
ostatka na ceramid. Cerebrozidi su najzastupljeniji glikosfingolipidi u zivéanom tkivu
mozga, a izgradeni su od ceramida koji je supstituiran glukozom, odnosno galaktozom, pri
cemu nastaju glukocerebrozid (glukozilceramid) i galaktozilcerebrozid
(galaktozilceramid). Takoder, dodatkom sulfatne skupine cerebrozidima, nastaju sulfatidi,
glikozilacijom cerebrozida nastaju globozidi, a dodatkom sijalinske Kiseline gangliozidi
kao najkompleksniji sfingolipidi [7].

Sfingomijelin (SM) je jedini kompleksni sfingolipid koji je takoder 1 fosfolipid, a
sastoji se od fosforilkolina ili fosfoetanolamina povezanog na terminalnu hidroksilnu
skupinu ceramida. Fosforilkolin 1 fosfoetanolamin ¢ine polarni dio, dok ceramid ¢ini
nepolarni dio molekule SM-a. Kao jedini fosfosfingolipid, on se nalazi u Zivotinjskim
stanicnim membranama, posebno u mijelinskoj ovojnici koja pokriva aksone Zziv€anih

stanica [8].

2.2. Uloga sfingolipida u izgradnji stanicne membrane

Bioloske se membrane sastoje od lipidnog dvosloja s uklopljenim membranskim
proteinima. Kod eukariota, membrane su primarno izgradene od fosfolipida, kolesterola i
odrazavaju 1 razli¢ite funkcije membrane. Lipidni dvosloj je fluidan, a sastoji se od
amfipatskih molekula lipida, najvise od fosfolipida. Pet glavnih fosfolipida u plazmatskoj
membrani kod sisavaca su: fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin i SM, te
fosfatidilinozitol u manjim koli¢inama. Fosfolipidi se sastoje od polarne glave i dva
hidrofobna ugljikovodi¢na lanca, izgradena od masnih kiselina. Jedan rep se inace sastoji
od nezasi¢ene masne kiseline s jednom ili viSe dvostrukih cis-veza, dok se drugi rep sastoji
od zasi¢ene masne kiseline. Upravo zbog razlike u duljini i zasi¢enosti, ugljikovodi¢ni

lanci fosfolipida utjecu na fluidnost membrane radi pakiranja u guste slojeve. Molekule



kolesterola smanjuju permeabilnost membrane orijentiraju¢i hidroksilnu skupinu prema
polarnom dijelu fosfolipida. Samim time smanjuje se pokretljivost ugljikovodi¢nih lanaca

fosfolipida te moguc¢nost faznih prijelaza [9, 10].

Rasporedenost lipida u membranama mijenja se ovisno o razli¢itim organelama.
Sfingolipidi se sintetiziraju u endoplazmatskom retikulumu (ER) i membranama
Golgijevog tijela te se prenose do plazmatske membrane, gdje izgraduju vanjski dio
membrane. 10-20% plazmatske membrane ¢ine sfingolipidi, koji mogu formirati domene

za organiziranje proteina za signaliziranje, izgradujuéi pritom komplekse sa sterolima [10].

Grada vanjskog i1 unutarnjeg sloja membrane razlikuje se po sastavu lipida.
Citoplazmatski, odnosno unutarnji sloj membrane sastoji se od aminofosfolipida kao Sto su
fosfatidilserin i fosfatidiletanolamin, dok se vanjski sloj sastoji od SM-a, fosfatidilkolina i
glikolipida (Slika 4.). SM, zajedno s kolesterolom i glikosfingolipidima, izgraduje

membranske mostove u plazmatskoj membrani [11].
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Slika 4. Rasporedenost membranskih lipida u stani¢noj membrani, adaptirano iz [11].

Takoder, pojedini membranski mostovi izgradeni su od ceramida, koji sluzi kao
hidrofobni lipidni sekundarni glasnik za provodenje signala. Membranski mostovi su
glavno mjesto za djelovanje enzima sfingomijelinaze koji katalizira razgradnju SM-a do

ceramida. Na Slici 5. prikazana je modifikacija membranskih lipidnih mostova uslijed



nastanka ceramida razgradnjom SM-a uz enzim sfingomijelinazu. Prilikom nastanka
ceramida dolazi do izdvajanja ostalih lipida iz membrane te nastaju membranske platforme
bogate ceramidom (CRP, eng. ceramide-rich platforms) [11].
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Slika 5. Nastanak membranskih platformi bogatih ceramidom, adaptirano iz [11].
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Ceramidi se, za razliku od SM-a, ne mijesaju s kolesterolom, ve¢ se vezu
medusobno 1 tvore koncentrirane mikro-domene. Dugolancani zasi¢eni ceramidi,
stabilizirani vodikovim vezama i van der Waalsovim silama, induciraju fazno razdvajanje
fosfolipidnog dvosloja. S obzirom da polarni dio ceramida omogucava gusto pakiranje,
ceramidi ne stvaraju komplekse s ostalim lipidima, ve¢ tvore CRP [11]. Te platforme sluze
za modifikaciju receptora i signalnih molekula kako bi se olaksala stani¢na signalizacija.
Modifikacija receptornih molekula unutar CRP-a rezultira grupiranjem tih molekula, ¢ime
se povecava njihova gustoca i u¢inkovitost prijenosa signala. Takoder, CRP mogu povecati
ili smanjiti broj signalnih molekula koje utjecu na provodenje signala. Grupiranje tih

molekula blizu klastera receptora potpomaze prijenosu aktivacijskog signala [12].

Sfingolipidi ne sudjeluju samo kao gradivni materijali, ve¢ utje€u 1 na odredene
regulatorne procese u stanicama. Razli¢ita koncentracija pojedinih sfingolipida ima utjecaj

na diferencijaciju neurona, sinapticku transmisiju i stabilnost mijelinske ovojnice. Svaka



promjena u metabolizmu sfingolipida dovodi do pogresnog rasporedivanja sfingolipida u

plazmatskoj membrani, $to dovodi do razvijanja pojedinih neuroloskih oboljenja [12, 13].

2.3. Uloga sfingolipida u apoptozi i autofagiji

Apoptoza i autofagija su dva glavna oblika programirane stani¢ne smrti. Apoptoza je
primarno stani¢na smrt, dok autofagija predstavlja zaStitni proces stanice koji moze
pridonijeti stanicnoj smrti. Pojedini sfingolipidi mogu sudjelovati u apoptozi i autofagiji.
Za ravnotezu izmedu ova dva procesa najvise su odgovorni ceramid i sfingozin-1-fosfat
(S1P) koji medusobno tvore sfingolipidni reostat. Ceramid je glavni sfingolipid koji
sudjeluje u aktivaciji intrinzi¢nog ili mitohondrijskog puta apoptoze. Njegova povecana
koncentracija sprijeava rast stanice i inducira apoptozu, dok S1P pomice ravnotezu prema
autofagiji, odnosno prema stani¢nom prezivljavanju. Za povecanje koncentracije ceramida
je najvise odgovorna upotreba kemoterapije pri lijeCenju raka, dok do povecanja S1P-a

dolazi zbog gladovanja pri ¢emu Se izrazava zastitna uloga S1P-a u prezivljavanju stanice
[14, 15].

Intrinzicni put apoptoze predstavlja uniStavanje stanice koje je uvjetovano
permeabilizacijom vanjske mitohondrijske membrane (MOMP, eng. mitochondrial outer
membrane permeabilization). MOMP je ireverzibilni korak koji je kontroliran pro- i anti-
apoptotskim proteinima iz Bcl-2 obitelji. Anti-apoptotski proteini ukljué¢uju Bel-2, Bel-XL,
Mcl-1, Bfl-1, Bcl-b i Bcl-w; dok su pro-apoptotski proteini primarno Bax i Bak, te proteini
s BH3 domenom. Tako nije to¢no odreden nacin na koji se odvijaju interakcije izmedu njih
medusobno, poznato je kako ceramid i SIP utjeéu na MOMP aktivacijom ili inhibicijom
tih proteina. Ceramid moze inducirati apoptozu ili modifikacijom vanjske mitohondrijske

membrane ili aktivacijom Bcl-2 proteina [16].

Na Slici 6. prikazani su ekstrinzi¢ni 1 intrinziéni putevi apoptoze uzrokovani
razli¢itim ¢imbenicima koji utjeCu na Bcl-2 proteine. Intrinzini put apoptoze moze biti
pokrenut oSteCenjem DNA, aktivacijom onkogena i hipoksijom. Nakon $to se aktiviraju,
Bax i Bak wuzrokuju MOMP pri ¢emu dolazi do ispuStanja pro-apoptotskih
medumembranskih proteina, medu kojima su najbitniji citokrom ¢ (Cit ¢) i sekundarni

mitohondrijski proizveden aktivator kaspaze (smac, eng. second mitochondria-derived



activator of caspases). Cit ¢ povezuje se s Apaf-1 pri ¢emu dolazi do njegove
oligomerizacije 1 stvaranja multiproteinskog kompleksa-apoptosoma koji aktivira
prokaspazu-9 koja sadrzi domenu za aktivaciju kaspaza. Aktivirana kaspaza-9 potom
aktivira ostale dvije kaspaze-3 i-7. U isto vrijeme, smac se veze za proteine koji inhibiraju
apoptozu (XIAP, eng. X-linked inhibitor of apoptosis protein) te ih pritom inhibira i

uzrokuje aktivaciju kaspaze-9, sto dovodi do stani¢ne smrti [17, 18].
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Slika 6. Prikaz ekstrinzi¢nog i intrinzi¢nog puta apoptoze, adaptirano iz [17].

Takoder, od znacajnog utjecaja je i ekstrinzi¢ni put apoptoze koji se odvija preko
receptora smjesStenih na povrSini vanjske membrane stanice, odnosno preko njegovih
liganda TNF-a (eng. tumor necrosis factor a) , FASL (eng. Fas ligand) i TRAIL (eng.
TNF-related apoptosis-inducing ligand). Zajedno s proteinom FADD-om (eng. Fas-



associated protein with death domain) i prokaspazom-8 ili -10, oni tvore signalni
kompleks za induciranje apoptoze. Navedeni kompleks potpomaze dimerizaciju tih
kaspaza koje aktiviraju kaspaze-3 i -7 ili dolazi do modifikacije BH3 proteina Bid ¢ime se
inducira apoptoza putem aktivacije Bax-a i Bak-a [17, 18].

Na Slici 7. prikazan je mehanizam mitohondrijskog puta apoptoze, koji je induciran
visokom koncentracijom ceramida. Ceramid (Cer) inhibira mitohondrijski kompleks 111 pri
¢emu dolazi do nastanka reaktivnih kisikovih spojeva (ROS, eng. reactive oxygen species)
i ispustanja Cit ¢ koji aktivira kaspazu-9 (Casp-9) sto dovodi do apoptoze. Takoder,
ceramid dovodi do aktivacije proteina Bax-a defosforilacijom enzimom protein fosfatazom
2A (PP2A) i nastanka mitohondrijskih ceramidom bogatih makro-domena (MCRM, eng.

mitochondrial ceramide-rich macrodomains) [19].
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Slika 7. Mitohondrijski put apoptoze induciran ceramidom, adaptirano iz [19].

Nadalje, ceramid moze aktivirati i protein kinazu C (PKC), koja pridonosi apoptozi
aktivacijom Jun N-terminalne kinaze (JNK). JNK dalje inhibira anti-apoptotske proteine iz
Bcl-2 obitelji fosforilacijom ili poti¢e ispustanje Cit c. Ukoliko dode do povecanja

koncentracije S1P-a, poniStava se utjecaj ceramidom inducirane apoptoze. S1P pri



poveéanim koncentracijama aktivira mTORC1! (eng. mammalian target of rapamycin
complex 1), MAPK/ERK? (eng. mitogen activated protein kinase/extracellular-signal-
regulated kinase) i NF-xB? (eng. nuclear factor kappa B) signalne puteve preko stani¢nih

receptora pri cemu se ravnoteza pomice prema autofagiji [19, 20].

3. Metabolizam i intracelularni transport sfingolipida

U najjednostavnijem obliku, sfingozin, sfinganin i 4-hidroksisfinganin sluze kao okosnice
na kojima se dalje izgraduju kompleksniji sfingolipidi. lako postoje velike strukturne
razlike medu sfingolipidima, njihova sinteza i razgradnja su povezane zajedni¢kim
katabolickim i anaboli¢kim putevima. De novo sinteza sfingolipida zapo¢inje
nadogradnjom nesfingolipidnih prekursora na citoplazmatskoj strani ER-a, gdje Cetiri

enzima upravljaju sintezom ceramida [21].

3.1. De novo sinteza u ER-u

Prvi korak u sintezi sfingolipida katalizira enzim serin-palmitoil-transferaza (SPT).
Reakcija zapocCinje kondenzacijom citosolne aminokiseline serina i aktivirane masne
kiseline palmitoil-CoA pri ¢emu nastaje 3-ketosfinganin. Nakon toga, uz NADPH koji ima
ulogu prenositelja elektrona, enzim 3-ketodihidrosfingozin reduktaza (KDHR) katalizira
redukciju 3-ketosfinganina do dihidrosfingozina. Dihidrosfingozin se dalje acilira
aktiviranim masnim kiselinama upotrebom Sest razli¢itih ceramid-sintaza (CerS1-6) pri

¢emu nastaje dihidroceramid, odnosno cermidi razli¢itih duljina [21].

Cetvrti korak ¢&ini dehidratacija dihidroceramida i uvodenje trans-4,5-dvostruke
veze za nastanak ceramida. Taj korak je kataliziran enzimom dihidroceramid-desaturazom
uz FAD koji prima elektrone otpusStene s dehidratiziranog dihidroceramida [21, 22]. Na

Slici 8. prikazana je prva faza u sintezi sfingolipida, odnosno koraci u sintezi ceramida.

! proteinski kompleks koji sluzi kao senzor za kontrolu sinteze proteina
2 proteini u stanici koji prenose signal od receptora na plazmatskoj membrani do DNA u jezgri
proteinski kompleks koji kontrolira transkripciju DNA
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Slika 8. Mehanizam sinteze ceramida u ER-u, adaptirano iz [23].

3.2. Sinteza kompleksnih sfingolipida u Golgijevom tijelu

Nastali ceramid prenosi se do Golgijevog tijela radi sinteze kompleksnih fosfosfingolipida
i glikosfingolipida. Sinteza SM-a katalizirana je enzimom sfingomijelin sintazom (SMS).
Reakcija zapoc€inje prijenosom fosforilkolina ili fosfoetanolamina na C-1 ceramida pri
¢emu nastaju SM i diacilglicerol (DAG). Postoje dva izomera sfingomijelin sintaze, SMS1
i SMS2. SMS2 se nalazi na trans strani Golgijevog tijela, dok se SMS1 nalazi na lumenu
ER-a [24, 25].

Sinteza  glikosfingolipida cerebrozida odvija se wuz pomoé¢ enzima
galaktoziltransferaze 111 (GalT-Ill), koji se nalazi u ER-u, i glukozilceramid sintaze
(GlcCerS), koja se nalazi na cis strani Golgijevog tijela. Heksozni Seceri koji supstituiraju
ceramid su aktivirane UDP-galaktoza i UDP-glukoza. Sinteza galaktozilceramida odvija se
primarno na citosolnoj strani ER-a dodatkom UDP-galaktoze, dok u Golgijevom tijelu
dodatkom UDP-glukoze nastaje glukozilceramid (GlcCer) [25, 26].

11



Laktozilceramid (LacCer) je prekursor za sintezu gangliozida, a nastaje prijenosom
galaktoze s aktiviranog UDP-galaktozilceramida na UDP-glukozilceramid, $to je
katalizirano galaktoziltransferazom 1. S obzirom da se sinteza gangliozida odvija na
lumenu Golgijevog tijela, potrebna je translokacija galaktozilceramida. Biosinteza
gangliozida katalizirana je glikoziltransferazama na lumenu Golgija, o0sim
monosialogangliozida 4 (GM4) ¢iji prekursor nije LacCer. LacCer, zajedno s
monosialogangliozidom 3 (GM3), disialogangliozidom 3 (GD3) te trisialogangliozidom 3

(GT3) sluzi kao prekursor za sintezu kompleksnih gangliozida 0-, a-, b- i c-serija [27].

Gangliozidi su sfingolipidi koji se sastoje od sijalinske kiseline. Oni se mogu
sastojati od jedne ili wviSe sijalinskih kiselina (N-acetilneuraminska i N-
glikolilneuraminska). Ganglio-serije koje sadrze 0, 1, 2 ili 3 ostatka sijalinske kiseline
povezana na C3 unutarnjeg galaktozilnog ostatka definiraju se kao 0-, a-, b- i c-serije.
Takoder, gangliozidi koji imaju sijalinsku kiselinu povezanu na unutarnji N-

acetilgalaktozaminski ostatak definiraju se kao alfa-serije [28].

Prvi korak u sintezi gangliozida je reakcija Kkatalizirana ceramid
glikoziltransferazama, osim GM4 koje se derivira iz galaktozilceramida. Prvo dolazi do
nastanka najjednostavnijeg gangliozida GM3, koji je sintetiziran dodatkom aktivirane
CMP-sijalinske  kiseline  LacCer-u, kataliza GM3 sintazom (ST-l, odnosho
sijaliltransferaza). GD3 i GT3 sintetiziraju se dodatkom sijalinske kiseline na GM3 uz ST-
I1'i ST-III. Nastali GD3 i GT3 sluze za daljnju sintezu a-, b- i c-serija. 0-serije sintetiziraju
se iz LacCer-a uz pomo¢ glikozil-transferaza samo druk¢ijim putem. Globozidi, odnosno
globotriaozilceramidi (Gb3), takoder se sintetiziraju iz LacCer-a dodatkom galaktoze na
poziciju a-1,4 $to je katalizirano a-1,4-galaktozil-transferazom (a-1,4-GalT) [28, 29, 30].

Na Slici 9. prikazana je sinteza kompleksnih fosfosfingolipida i glikosfingolipida.
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Slika 9. Sinteza kompleksnih sfingolipida, adaptirano iz [30].

3.3. Transport i katabolizam kompleksnih sfingolipida

Ceramid sintetiziran u ER-u prenosi se do Golgijevog tijela putem ceramid transportnih

proteina (CERT) ili vezikula. Sinteza SM-a bazira se na prijenosu ceramida putem CERT-

a, dok se sinteza glukozilceramida (GlcCer) odvija pomoc¢u vezikularnog transporta.

Transportni protein FAPP2 (eng. phosphatidylinositol-four-phosphate adapter protein 2)

prenosi GlcCer sa citosolne na luminalnu stranu Golgijevog tijela, gdje se odvija sinteza

glikosfingolipida (GSL). Ovaj je mehanizam potpomognut ABC

transportnim P-
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glikoproteinima. Nadalje, sintetizirani SM i kompleksni GSL transportiraju se do
plazmatske membrane vezikularnim transportom. SM moze metabolizirati do ceramida
kiselom sfingomijelinazom (aSM-aza) na vanjskom dijelu ili  neutralnom
sfingomijelinazom (nSM-aza) na unutarnjem dijelu membrane. SM i GlcCer razgraduju se

do sfingozina u lizosomu, koji moze posluziti za resintezu ceramida [31,32]. Na Slici 10.

prikazan je transport ceramida i kompleksnih sfingolipida.

3Kdhsph
~_ Ser+
3 palmitoil-CoA

Slika 10. Intracelularni transport i katabolizam sfingolipida, adaptirano iz [32].

SM i GSL se transportiraju do plazmatske membrane gdje prolaze reakcije
razgradnje ili resinteze. Njihova razgradnja odvija se pri kiselom pH, primarno u
lizosomima. SM se prevodi do ceramida uz pomo¢ SM-aza, dok kod GSL-a dolazi do

postepenog otpustanja Se€ernih ostataka uz hidrolaze koje imaju optimalno djelovanje pri
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kiselom pH. Ceramid se dalje prevodi do sfingozina kako bi mogao izaci iz lizosoma, $to
je katalizirano kiselim ceramidazama. Sfingozin se dalje upotrebljava ili za ponovnu
sintezu ceramida ER-u ili za sintezu S1P-a putem sfingozin kinaza (SK). Ovi metabolicki
putevi pokazuju bitnu ulogu pravilne razgradnje i skladiStenja sfingolipida u stani¢nim
signalnim procesima s obzirom da svaka nepravilnost moze dovesti do njihovog

nakupljanja i narusavanja ravnoteze [33].

3.4. Regulacija sinteze sfingolipida

Kljuéni korak u sintezi sfingolipida odvija se putem enzima SPT-e, koji katalizira
kondenzaciju L-serina i palmitoil-CoA. SPT je membranski heterodimer s dvije
podjedinice SPTLC1 i SPTLC2 ¢ija aktivnost ovisi o prisutnosti kofaktora piridoksal-
fosfata (PLP). Jedino SPTLC2 sadrzi kataliticki lizinski ostatak (Lys?*®) koji na sebe veze
PLP, koenzim koji odreduje slijed vezanja supstrata kako ne bi doSlo do sporednih
reakcija. Za razliku od SPTLC2, SPTLC1 nema Lys®*® ostatak, ali sadrzi druge ostatke
odgovorne za katalizu. Poznate su dvije male podjedinice ssSPTa (eng. small SPT subunit
a) 1 ssSPTh (eng. small SPT subunit b) koje povec¢avaju maksimalnu kataliticku aktivnost
kompleksa SPTLC1/SPTLC2 1 utjecu na supstratnu specificnost. Takoder, do aktivacije
SPT-a dolazi pri niskim koncentracijama ceramida koje signaliziraju da preteca za sintezu

kompleksnih lipida nema dovoljno [34, 35, 36].

Na aktivnom mjestu SPT-a, PLP formira unutarnji aldimin sa e-amino skupinom
Lys?®. Untarnji aldimin prolazi transaldiminaciju s prvim supstratom L-serinom za
nastanak PLP-L-serina (vanjski aldimin). Nakon povezivanja za drugi supstrat, palmitoil-
CoA, dolazi do deprotoniranja o-C atoma 1 nastanka kinoidnog meduprodukta. o-C atom
kinoidnog meduprodukta napada palmitoil-CoA (Claisenova kondenzacija) kako bi nastao
produkt koji dekarboksilacijom daje drugi kinoidni meduprodukt. Ponovno protoniranje
daje vanjski aldimin PLP-KDS. Otpustanjem 3-ketodihidrosfingozina (KDS) regenerira se

unutarnji aldimin [37].

PLP-Lys (unutarnji aldimin) sadrzi His'®® ostatak, povezan na piridoksalni prsten,
koji je odgovoran za katalitiCku aktivnost i stereospecificnost enzima SPT-a. Taj ostatak

regulira a-deprotonaciju L-serina mijenjanjem konformacije PLP-L-serina (vanjski

15



aldimin) kako bi se sprijecile nezeljene reakcije. His!™® takoder pospjesuje protoniranje o-C
atoma drugog kinoidnog meduprodukta radi formiranja PLP-KDS aldimina. S obzirom da
je SPT u sisavaca primarno specificna za palmitoil-CoA mogu nastati samo sfingoidne
baze s 18-C atoma [37, 38].

Mehanizam kondenzacije L-serina i palmitoil-CoA (Slika 11.):

a) unutarnji aldimin uz pomo¢ L-serina prelazi u vanjski aldimin

b) vezanje drugog supstrata palmitoil-CoA uzrokuje konformacijske promjene pri
¢emu nastaje Dunathan-ov intermedijar, nastao preklapanjem dvije paralelne =-
orbitale

c) formiranje kinodnog meduprodukta deprotoniranjem a-H atoma

d) hidroliza tioesterske veze i otpustanje CoA-SH za nastanak P-keto Kiselinskog
intermedijara

e) dekarboksilacija za formiranje ketodihidrosfingzinskog kinoida

f) ponovno protoniranje za formiranje vanjskog aldimina ketodihidrosfingozina

g) otpustanje ketodihidrosfingozina i vracanje enzima u prvobitni oblik.

Takoder, koraci €) i f) mogu se zaobi¢i drugim mehanizmom koji ne zahtijeva nastanak

dodatnog kinoidnog meduprodukta [39].
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Slika 11. Mehanizam kondenzacije L-serina i palmitoil-CoA, adaptirano iz [39].

4. Disfunkcije metabolizma sfingolipida

4.1. Sfingolipidoze

Lizosomske bolesti uzrokovane disfunkcijom metabolizma sfingolipida nazivaju se
sfingolipidoze, a nastaju zbog nakupljanja razgradnih produkata u pojedinim organima. Do
njihovog nakupljanja dolazi zbog nedostatka enzima za razgradnju u lizosomima ili zbog
manjka sfingolipid aktiviraju¢ih proteina (SAP). Sfingolipidoze su grupa monogenski
nasljednih bolesti uvjetovane jednim genom ili parom alela. Osim Fabry-ja koji je
recesivna bolest vezana za X spolni kromosom, ostale sfingolipidoze pripadaju
autosomnim recesivnim bolestima, gdje podjednako obolijevaju pripadnici oba spola.

Homozigoti sadrze dvije kopije alela i kod njih dolazi do obolijevanja, dok su heterozigoti
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prijenosnici koji sadrze samo jedan alel zbog ¢ega ne dolazi do izrazaja fenotipa [40, 41,

42].

Gotovo svaka sfingolipidoza ima visoku stopu smrtnosti s obzirom da terapije nisu
dostupne radi neistrazenosti njihove etiologije. Najées¢i oblici lijeCenja su nadomjesna
enzimska terapija (ERT, eng. enzyme replacement therapy), transplantacija kostane srzi i
terapija kemijskim Saperonima. S obzirom na terapijski pristup za sada se najbolje tretiraju
Fabry i Gaucher ERT-om. No, iako se u zadnjih 15 godina aktivno istrazuju, njihove

etiologije jo$ uvijek nisu dobro razradene [42, 43].
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Slika 12. Shema nastanka sfingolipidoza, adaptirano iz [43].

Na Slici 12. prikazana je shema nastanka sfingolipidoza, s odredenim enzimima i

aktivatorskim proteinima te produktima razgradnje. Od prikazanih bolesti, dalje ¢e

detaljnije biti razradene Anderson-Fabry, Gaucher, Niemann-Pick i GM2-gangliozidoze s

obzirom da kod njih dolazi do nakupljanja najbitnijih kompleksnih sfingolipida.
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4.1.1. Anderson-Fabry

Anderson-Fabry je bolest vezana za spolni X kromosom koju uzrokuju abnormalnosti na
GLA genu. Mutacije na GLA genu odgovorne su za manjak lizosomskog enzima o-
galaktozidaze A uslijed ¢ega dolazi do nakupljanja glikosfingolipida, primarno Gb3-a, u
organima. To se nakupljanje manifestira kao progresivno otkazivanje bubrega i sréani
problemi. Takoder, kod oboljelih se javlja nakupljanje Gb3-a u lizosomima pojedinih
stanica kao Sto su renalne, sréane te u neuralnim stanicama s Kkarakteristiénim
prezentacijama: akroparestezija*, anhidroza ° te angiokeratom®. S obzirom da se Gb3
nakuplja u neuronima dorzalnog korijena ganglija, to moze dovesti do stani¢ne apoptoze te
pojave neuropatija. Na Slici 13. prikazana je shema nakupljanja glikosfingolipida u

lizosomima, kao odgovor na manjak enzima a-galaktozidaze A [44].

|. gﬁkosrmgoupi:‘ivl nedostatak o-GalA

/
N 4
LIZOSOM
globotriaozilceramid

|

nakupljanje glikosfingolipida

|
\ stani¢na smrt /

Slika 13. Nakupljanje glikosfingolipida u lizosomima, adaptirano iz [44].

* neurolo$ki senzorni poremecaj kojega karakterizira trnjenje i peéenje na ekstremitetima
5 hemoguénost znojenja
6 vaskularne kozne lezije
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Enzim a-galaktozidaza A katalizira hidroliti¢ko cijepanje terminalnog galaktoznog
ostatka Gb3-a. Manjak a-galaktozidaze A dovodi do nakupljanja Gb3-a i drugih
glikosfingolipida, kao $to je globotriaozilsfingozin (lyso-Gb3). Kod Fabryeve bolesti Gb3
se u velikim koli¢inama nalazi i u drugim stani¢nim organelama kao §to su plazmatska
membrana, ER 1 jezgra. Pretpostavljeno je da Gb3 moze dovesti do disfunkcije u
intracelularnom transportu ili modifikacije membranskih mostova. S obzirom da
membranski mostovi ulaze u interakciju s ostalim lipidima i proteinima, narusena je i
stani¢na signalizacija. Takoder, iako se kod Fabryeve bolesti najvise nakuplja Gb3, on se
ne povezuje nuzno s klinickom slikom, ve¢ lyso-Gb3 s obzirom da on dovodi do
glomerularnog oSte¢enja u bubrezima oboljelih. Lyso-Gb3 je direktno ukljucen u stani¢nu
proliferaciju vaskularnog glatkog miSi¢a te takoder uzrokuje stvaranje posrednika u

podocitima koji uzrokuju glomerularno ostecenje [44, 45].

U bubrezima oboljelih od Fabryeve bolesti nalaze se podociti koji sadrze visoke
koli¢ine Gb3-a, §to dovodi do njihovog osSteCenja i smrti. Na Slici 14. prikazan je
mehanizam stani¢ne signalizacije putem Gb3-a i lyso-Gb3-a, $to dovodi do uniStavanja
podocita, neobi¢no oblikovanih stanica u bubreznom tjelascu nefrona. Visoke
koncentracije lyso-Gb3-a imaju proinflamatorsku ulogu u podocitima aktivacijom
NOTCH-1 signalnog puta. Vezanjem na pripadni receptor, protein Notch-1 prolazi serije
proteolitickog cijepanja za aktivaciju pomoc¢u enzima y-sekretaze pri cemu nastaje domena
NICD (eng. Notch intracellular domain). Notch-1 pojacava vezanje NFkB-a, koji regulira
upalne procese na DNA. Nadalje, NICD se prenosi do jezgre i inducira ekspresiju HES1
gena pri ¢emu dolazi do dediferencijacije podocita, proteina iz ekstracelularnog matriksa
(ECM, eng. extracellular matrix proteins) te kemokina $to dovodi do upale. Prema tome,
NOTCH aktivacija potiCe transkripciju tih gena 1 gena koji kodiraju ECM pri ¢emu se

inducira dediferencijacija i fibroza podocita [45, 46].
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PODOCITA UPALA DEDIFERENCIJACIJA FIBROZA

Slika 14. Mehanizam aktivacije signalnih puteva za unistavanje podocita prilikom

nakupljanja Gb3-a i lyso-Gb3-a, adaptirano iz [46].

Takoder, nakupljanje Gb3-a u lizosomima inhibira Akt i mTOR puteve pri ¢emu
dolazi do disregulacije signalnih puteva za autofagiju u podocitima. Drugi deacilirani oblik
Gb3-a, Lyso-Gb3, sudjeluje u osteCenju podocita poticuci upalne procese, fibrozu i
dediferencijaciju podocita. On takoder aktivira NOTCH signalni put preko y-sekretaze i
NF«B-a $to dovodi do otpustanja kemokina’ [46].

lako se Fabryeva bolest prenosi po principu vezanom za X kromosom, simptomi
mogu biti prisutni i kod Zena s normalnim ili smanjenim koli¢inama enzima o-
galaktozidaze A koje su nosioci defektivnog gena. No, i kod njih moze do¢i do jednakih
komplikacija kao i kod muskaraca. Fabryeva bolest najéesce se javlja kod muskaraca koji
naslijeduju X-kromosom s defektivnim genom. Zene takoder naslijeduju jedan kromosom

s defektivnim genom, no s obzirom da one imaju dva X-kromosoma, normalni kromosom

7 sekundarni proinflamatorski posrednici koji induciraju nakupljanje leukocita na podruéju upale
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moze pruziti odredenu zastitu te se bolest nuzno ne naslijeduje. Ako je majka nositelj
defektivnog gena, oba spola imaju 50%-tnu vjerojatnost da ga naslijede od majke. Ako je
otac nositelj gena, dolazi do naslijedivanja kod Zena, ali ne i muskaraca s obzirom da oni

naslijeduju zdravi Y-kromosom [47, 48].

Dijagnoza Anderson-Fabryeve bolesti temelji se na razini enzima a-galaktozidaze
A u plazmi ili leukocitima, dok je kod Zena je potrebno dodatno geneticko testiranje koje
potvrduje bolest. Naju€inkovitija terapija za ovu bolest je ERT iako se pokuSava uvesti 1
lijeCenje genskom supstitucijom. Danas se najceS¢e koristi rekombinatna ljudska o-
galaktozidaza A, koja je dostupna u dva izomerna oblika: agalzidaza alfa te agalzidaza
beta. Marker za odredivanje ucinkovitosti ERT-a je koncentracija Gb3-a, no on najcesce
sluzi samo za identifikaciju bolesti, ali ne 1 za odredivanje njezinog napredovanja, jer samo
promjene u razini Gb3-a pokazuju aktivnost enzima. S obzirom da ERT moze samo
usporiti ireverzibilne promjene u sréanoj i renalnoj funkciji, bitna je rana detekcija bolesti

genetickim testiranjem [49, 50].

4.1.2. Gaucher

Gaucherova bolest je najces¢i oblik sfingolipidoze, od koje primarno obolijevaju europski
Zidovi. Kod Gaucherove bolesti dolazi do nakupljanja GlcCer-a, zbog nedostatka
lizosomskog enzima glukozilceramidaze (Glc-aza). Glc-aza je enzim koji katalizira

hidrolizu GlcCer-a na ceramid i glukozu [51].

Mutacije na GBA1 genu dovode do smanjenja aktivnosti tog enzima, pri ¢emu
dolazi do nakupljanja supstrata u makrofagima, koji se pretvaraju u Gaucherove stanice.
Gaucherove stanice su tipi¢no povecane s kondenziranim kromatinom zbog prisutnosti
glukozilceramidnih agregata koji se slazu u obliku fibrila. Te se stanice najcesce infiltriraju
u koStanu srz, slezenu i jetru pri cemu se manifestiraju razni simptomi. Makrofagi oboljelih
uvelike su izmjenjeni jer se u njima nalaze visoke koli¢ine glikosfingolipida koji sluze kao
izvor za nastanak glikozilceramida. Na Slici 15. prikazana je hidroliza GlcCer-a enzimom

Glc-azom te izgled Gaucherove stanice [51].
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Slika 15. Mehanizam djelovanja Glc-aze i nastanak Gaucherovih stanica, adaptirano iz
[51].

Nakupljanje GlcCer-a u Gaucherovim stanicama prvi je korak u nastanku kostanih
problema koji dovode do vaskularne kompresije, koja je glavni izvor za nastanak
nekroticnih komplikacija. Do neuroloSkih deficita dolazi samo ako je aktivnost enzima
relativno niska do Cega dolazi samo pri odredenim GBA1l mutacijama. Vrlo rijetko
Gaucherova bolest moze biti uzrokovana mutacijom na PSAP genu, §to dovodi do
nedostatka sapozina C koji omogucava vezanje Glc-aze i GlcCer-a, bez defekta u

proizvodnji enzima [51].

Do nedostatka enzima ne dolazi samo zbog intrinzi¢ne enzimske disfunkcije ve¢ i
zbog abnormalnosti do kojih dolazi pri transportu enzima do lizosoma. Ukoliko pri
prolasku enzima kroz ER ne dode do njegovog pravilnog pakiranja, moze doc¢i do
preuranjene razgradnje u proteasomu®. Inade transport Glc-aze ovisi 0 lizosomskom

integralnom membranskom proteinu 2 (LIMP-2). Na Slici 16. prikazan je transport

8 kompleks za razgradnju proteina
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kompleksa Glc-aza/LIMP-2 do lizosoma, gdje se pri kiselom pH odvija njegova razgradnja
[51].

Golgijevo tijelo LMP l,izosgmska
LIMP-2 membrana
\//4:5&- 2\ \<
i R
N\
Lizosom ,/ \‘\‘
A I8 /;// K’ ® ® \\
® ™ i . \\
o (|e s
! L ’)\ V Glikoproteinski
loi
| = e < “ Aktivna Glc-aza e

Glc-aza LIMP-2

Slika 16. Transport i razgradnja kompleksa Glc-aza/LIMP-2, adaptirano iz [51]

Glc-aza koja je povezana za LIMP-2 je neaktivna. Kisela sredina u lizosomima
omogucava odvajanje enzima s LIMP-2-a te samim time i njegovu aktivaciju. Mutacije na
LIMP-2, odnosno mutacije SCRAB2 gena, povezane su s neuroloSkim oboljenjima.
Takoder, bitnu ulogu u transportu ima i progranulin koji djeluje kao ko-Saperon koji
povezuje Glc-azu i LIMP-2. Istrazivanjima je utvrdeno kako su razine progranulina kod
pacijenata s Gaucherovom boles¢u bitno nize nego kod zdravih ljudi zbog ¢ega dolazi do
povecanja koncentracije Glc-aze u citoplazmi. Gubitak progranulina dovodi do disfunkcije
u transportu te do nakupljanja kompleksa Glc-aza/LIMP-2 zbog ¢ega dolazi do pojacane

razgradnje Glc-aze [52].
Gaucherova bolest dijeli se na 3 tipa s obzirom na fenotip:

e Tip 1 (neneuropatski)
e Tip 2 (infantilni, neuropatski)

e Tip 3 (juvenilni, neuropatski)

Tip 1 je najcesci oblik kod kojega nisu pogodeni ledna mozdina i mozak. Bolest se
pojavljuje u bilo kojoj dobi s raznolikom prezentacijom od laksih do tezih simptoma.
Glavni simptomi ukljuuju povecanje jetre i slezene (hepatosplenomegalija), niska razina
crvenih krvnih stanica (anemija), oticanje o€iju zbog smanjenja koncentracije trombocita

(trombocitopenija) te abnormalnosti u kostanoj srzi [53].
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Tipovi 2 i 3 karakterizirani su defektima na centralnom zivéanom sustavu. Ovi
oblici uzrokuju napadaje, oste¢enja na mozgu te probleme s o¢nim zivcima. Tip 2 inace
uzrokuje po zivot opasne simptome koji pocinju pri rodenju. Tip 3 takoder utjeCe na
ziv€éani sustav, ali napreduje puno sporije od tipa 2. Kod tipa 2 karakteristine su
okulomotorne disfunkcije zajedno s hepatospleomegalijom. Suha koza koja se ljustri je

bitna za razlikovanje ovoga tipa od ostalih tipova bolesti [53].

Gaucherova bolest dijagnosticira se na jednak nacin kao i Fabry, razinom enzima
glukocerebrozidaze u leukocitima. Takoder, potrebno je identificirati mutacije GBAL gena
s obzirom da kod nekih slu¢ajeva nije dovoljno samo testiranje aktivnosti enzima. ERT je
naj¢esce ucinkovit kod tipova 1 i 3, jer kod vecine pacijenata moze smanjiti oteCenost jetre
i slezene te pomoc¢i pri rijeSavanju krvnih abnormalnosti. Najéesce koristeni lijekovi za ova
dva tipa su imigluceraza, velagluceraza alfa i taligluceraza beta, no za sada ne postoji lijek

koji moze lijeciti sva 3 tipa bolesti, te pacijenti s tipom 2 umiru u ranoj dobi [53, 54].

Transplantacija koStane srzi takoder se pokazala efektivhom kod uznapredovanih
oblika te bolesti jer se zamijenjuju bolesne Gaucherove stanice sa zdravima. lako su
rezultati puno bolji ako se za lijeCenje koristi transplantacija, rizik od infekcije je visok pa
se to izvodi vrlo rijetko, a pristup se ogranicava na upotrebu lijekova za zamjenu enzima
[53, 54].

4.1.3. Niemann-Pick

Niemann-Pickove bolesti odnose se na nedostatak aSM-aze (tipovi A i B) i defektivnu
esterifikaciju kolesterola (tip C). Tip A je akutni neuropatski, tip B kroni¢ni neneuropatski,
dok je tip C kroni¢ni neuropatski i razlikuje se od tipova A 1 B jer ukljucuje abnormalnosti
u transportu lipida. Pacijenti s Niemann-Pickovom bole$¢u sadrze makrofage s visokim
koli¢inama lipida, najviSe u slezeni, jetri i kostanoj srzi. Nakupljanje pretrpanih makrofaga
dovodi do hepatoslenomegalije i limfadenopatije®. Ukoliko se nakupljaju u jetri moze doéi
1 do hipertenzije i ciroze, dok nakupljanje u neuronima uzrokuje karakteristicnu crvenu

to¢ku na mreZnici oka [55, 56].

9 abnormalno povecanje broja i veli¢ine limfnih &vorova
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Novorodencad s Niemann-Pickovom bole$¢u tipa A razvija hepatosplenomegaliju
do 3. mjeseca starosti te dolazi do nemogucnosti rasta i potesko¢ama pri dobivanju na
tezini. Djeca se inace normalno razviju do 1. godine kada poc¢ne dolaziti do gubitka
mentalnih i psihomotornih sposobnosti. Takoder razvija se i oSteCenje na plu¢ima koje
moze uzrokovati infekcije 1 respiratorno otkazivanje. Svako oboljelo dijete ima
karakteristicnu crvenu tocku na mreznici ociju, koja se moze identificirati na
oftamoloskom pregledu. Djeca s Niemann-Pickovom boles¢u tipa A ne prezive dalje od

ranog djetinjstva [57].

Niemann-Pickova bolest tipa B javlja se u srednjim godinama djetinjstva. Simptomi
nalikuju onima kod tipa A, ali nisu toliko ozbiljni. Kod pacijenata se u pocetku razvijaju
hepatosplenomegalija, Ceste pluéne infekcije i trombocitopenija Za razliku od oboljelih od
tipa A, djeca oboljela od tipa B inace dozive odraslu dob [58, 59].

Tipovi A i B uzrokovani su mutacijama na SMPD1 genu, koji sadrzi uputu za
sintezu enzima aSM-aze. Taj enzim se primarno nalazi u lizosomima neurona i odgovoran
je za hidrolizu SM-a do ceramida i fosfokolina, sto je prikazano na Slici 17. Mutacije na
SMPD1 genu dovode do skra¢ivanja enzima aSM-aze, §to dovodi do smanjenja broja
enzima koji mogu vrsiti hidrolizu 1 nakupljanja SM-a u stanicama. Najes¢e pogodeni
organi su mozak, pluca, slezena i jetra. lako ne postoji lijek za ove bolesti, trenutacno se
razvija rekombinantna ljudska aSM-aza (olipudaza alfa) kako bi se mogla uvesti ERT, no

lijek bi bio usmjeren samo na neneuroloski oblik [58, 59].
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Slika 17. Razgradnja SM-a enzimom aSM-azom, adaptirano iz [59].

Znakovi 1 simptomi tipova C1 i C2 su vrlo sli¢ni, ali se razlikuju po genetickoj
osnovi. Prvi znakovi bolesti inace zapoCinju u djetinjstvu iako se mogu pojaviti bilo kada.
Medu glavnim simptomima su nemogucénost koordiniranih pokreta (ataksija) i1 vertikalna
supranuklearna paraliza, te slabost miSi¢a (distonija), jetrene i1 plué¢ne bolesti. Pojedinci
takoder razvijaju poteskoce s govorom i gutanjem, te progresivno usporavanje mentalnih

funkcija 1 napadaje. Kod ovih tipova bolesti postoji mogucnost prezivljavanja do odrasle
dobi [59].

Mutacije na NPC1 i NPC2 genima uzrokuju tipove C1 i C2. Proteini koje kodiraju
ovi geni odgovorni su za intracelularni transport SM-a. Mutacije takoder dovode do
skra¢ivanja tih proteina Sto sprijecava transport kolesterola i drugih lipida te dovodi do
njihovog nakupljanja. S obzirom da se ti lipidi ne nalaze na predvidenom mjestu, njihovo

nakupljanje dovodi do stani¢ne smrti i odumiranja organa [59].

Defekt u transportu lipida u mozgu kod oboljelih od tipa C uzrokuje promjene u
putu kojim kolesterol i drugi lipidi dolaze do neurona i premijeStaju se unutar stanica. LDL
donosi kolesterol do lizosoma, gdje se on razgraduje i sluzi za transport nastalih produkata
do ER-a ili Golgija gdje kolesterol sluzi za regulatorne procese i izgradnju membrane. Za
izlazak kolesterola iz lizosoma potrebna su dva proteina: NPC1 i NPC2. LDL-kolesterol iz

perifernog dijela ne prolazi krvno-mozdanu barijeru za ulazak u sredisnji ziv¢ani sustav pa
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je stoga potrebna de novo sinteza kolesterola u mozgu kako bi se normalno razvijao

ziv€ani sustav [60, 61].

Neuroni i druge stanice sredi$njeg Ziv€anog sustava uzimaju potrebne koli¢ine
kolesterola endogenom sintezom ili uzimanjem LDL-kolesterola koji je sintetiziran i
otpusten u ziv€anom sustavu. Nakon §to ciljane stanice preuzmu te Cestice, neesterificirani
kolesterol i ostali lipidi putuju iz lizosoma do Golgija i ER-a kako bi posluzili kao supstrati
za daljnje reakcije. U NPC fibroblastimal®, LDL-kolesteroli ulaze u stanicu, ali se
zarobljuju unutar kasnih endosoma ili lizosoma. Nedovoljno izbacivanje kolesterola i
lipida izvan tih organela uzrokuje nakupljanje neesterificiranih kolesterola, sfingolipida i
gangliozida unutar vezikula u stani¢noj citoplazmi dok u isto vrijeme dolazi do smanjenja
koli¢ine kolesterola i ostalih esencijalnih lipida u organelama u kojima se trebaju nalaziti
[60, 61].

Smanjenje kolesterola u ER-u, Golgijevom tijelu i ostalim organelama dovodi do
defekta u pravilnoj izgradnji stani¢ne membrane. Poremecaj u transportu tih lipida takoder
uzrokuje smanjenu sintezu ostalin derivata. Na primjer, smanjenje neesterificiranog
kolesterola uzrokuje smanjenu sintezu oksisterola, koji dovode do povecane sinteze

kolesterola te poja¢anog nakupljanja kolesterola u Niemann-Pickovim stanicama [61].

65
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Slika 18. Transport neesterificiranog kolesterola kod zdravih pacijenata, adaptirano iz [61].

10 stanice vezivnog tkiva koje imaju ulogu u izgradnji svih komponenti tog tkiva
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Na Slici 18. prikazan je transport neesterificiranog kolesterola pri normalnim
uvjetima. Neesterificirani kolesterol ulazi u stanice nakon vezanja za stani¢ne receptore.

Zajedno s ostalim lipidima, prenosi se preko endosoma i lizosoma do ER-a i Golgija [61].

- izvanstani¢ni prostor
\® @/
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Slika 19. Transport neesterificiranog kolesterola kod pacijenata oboljelih od Niemann-

Pickove bolesti tipa C, adaptirano iz [61].

Na Slici 19. prikazane su posljedice gubitka funkcije proteina NPC1 i NPC2. Kod
Niemann-Pickovih bolesti tipa C1 i C2 dolazi do inhibicije izbacivanja neesterificiranog
kolesterola i sfingolipida iz kasnih endosoma i lizosoma, $to dovodi do njihovog
nakupljanja. Samim time smanjuje se i koncentracija tih lipida u unutarstani¢nim

organelama gdje se oni razgraduju [61, 62].

Dijagnoza bolesti tipa C temelji se na klinickoj slici oboljelih. Medu primarnim
simptomima su intelektualni nedostaci, kognitivne disfunkcije, distonija i demencija.
Bolest se tesko dijagnosticira jer ne postoji toan biomarker koji moze u potpunosti
potvrditi bolest. S obzirom na navedeno, najpouzdaniji biomakeri su oksisteroli ¢ija se
koncentracija mjeri u plazmi oboljelih, zajedno s detaljnom klinickom slikom. Takoder,
niti za jednu od navedenih Niemann-Pickovih bolesti ne postoji lijek iako se trenutacno

rade istrazivanja za uvodenje genske terapije [62].
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4.1.4. GM2-gangliozidoze

GM2-gangliozidoze su psihomotorne bolesti uzrokovane nemogucénoséu razgradnje
membranskih gangliozida iz GM2-obitelji. Kako su membrane neuralnih stanica bogate
GM2-gangliozidima, nakupljanje tih sfingolipida dovodi do njihovog propadanja.
Razgradnja GM2-gangliozida zahtijeva enzim B-heksozaminidazu i GMz2-aktivatorski
protein, koji je kodiran GM2A genom. Heksozaminidaza (Hex) je dimer koji se sastoji od 2
podjedinice, ili a-podjedinice, koja je kodirana HEXA genom, i/ili B-podjedinice, koju
kodira HEXB gen [63].

Izomeri B-heksozaminidaze sastoje se od razli¢itih kombinacija a i f podjedinica:

e [-heksozaminidaza S (Hex S) - homodimer aa
e [-heksozaminidaza A (Hex A) - heterodimer of3

e [-heksozaminidaza B (Hex B) - homodimer .

Jedino a-podjedinica ima sposobnost katalize te jedino Hex A oblik f-
heksozaminidaze moze katalizirati cijepanje GM2-gangliozida. Prvo dolazi do povezivanja
aktivatora s GM2-gangliozidom, nakon ¢ega se veze i Hex A pri ¢emu dolazi do cijepanja
veze, §to se odvija u lizosomima (Slika 20.). Nemogucénost razgradnje tih sfingolipida
dovodi do njihovog nakupljanja u lizosomima koji postaju sve veci i naruSavaju stani¢ne

funkcije pri ¢emu dolazi do propadanja zivéanog tkiva [63].

il ncaH, §
GalNAc-B1 O

Slika 20. Mehanizam djelovanja p-heksozaminidaze A, adaptirano iz [63].

31



GM2-aktivatorski protein nema hidroliticku aktivnost prema GM2-gangliozidima,
ali je potreban za razgradnju putem HexA te s obzirom na to, GM2-gangliozidoze mogu
biti uzrokovane manjkom bilo kojeg od 3 enzima. GM2-gangliozidoze dijele se na 3
varijante: varijanta B (Tay-Sachova bolest) kod koje nedostaje a-podjedinica pri ¢emu se
uni$tavaju Hex A i1 Hex S, varijanta 0 (Sandhoffova bolest) kod koje nedostaje -
podjedinica pri ¢emu se uniStavaju Hex A i Hex B, te varijanta AB (nedostatak GM2-
aktivatora) kod koje ne dolazi do uniStavanja Hex A i Hex B, ali se ne moze ragraditi
GM2-gangliozid. Na Slici 21. prikazane su 3 varijante bolesti s obzirom na gene, supstrate
koji se nakupljaju te proteine i podjedinice [63, 64].

GM2-gangliozidoze
Tay-Sachs Sandhoff

BOLEST b o

(B varijanta) (0 varijanta) (AB varijanta)
GENI HEXA HEXB GM2A
PROTFIN u-podjedinica p-podjedinica aktivatorski
/ \ / \ protein
Hex S: oo Hex A: aff Hex B: B l

— Y R

SUPSTRATI glikozaminoglikani | GM2-gangliozidi glikozaminoglikani

- - — oligosaharidi
gl lgﬁzga;:;ggfilgfam glikokonjugati
glikokonjugati

Slika 21. Prikaz karakteristika B, 0 i AB varijante, adaptirano iz [64].

S obzirom da je prezentacija svake varijante jednaka, bit ¢e pojasnjena etiologija
Tay-Sachsove bolesti. Tay-Sachsova bolest je uzrokovana mutacijama na HEXA genu koji
kodira enzim Hex A. Kod Tay-Sachsove bolesti, ali i kod Sandhoffove bolesti, taj enzim ili
nije funkcionalan ili ga nema dovoljno pa dolazi do nakupljanja GM2-gangliozida unutar
neurona, Sto uzrokuje Siroku prezentaciju simptoma. Najc¢e$¢i simptomi kod oboljelih su
progresivno slabljenje motori¢kih funkcija, neurodegeneracija, pojava karakteristicne

crvene to¢ke na mreznici oka te brza smrt [65, 66].
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S obzirom na dob kod koje se javljaju prvi simptomi, bolest se dijeli na:

e Akutni infantilni oblik sa brzim napredovanjem i umiranjem prije 4. godine
e Juvenilni subakutni oblik sa kasnijim prezentacijama simptoma te prezivljavanjem
do adolescencije

e Kroni¢ni i kasni oblik koji nastaju u odrasloj dobi, ali ne ukljucuju nuzno smrtni

ishod.

Akutni infantilni oblik utje¢e na novorodencad koja pri rodenju izgledaju potpuno
normalno. Manje motoricke smetnje pojavljuju se izmedu 3. 1 6. mjeseca zivota, zajedno s
mioklonusom. Od 6. do 10. mjeseca zivota, djeca ne uspijevaju usvojiti nove motoricke
sposobnosti ili gube prije usvojene. Nakon 10. mjeseca Zivota, bolest pocinje brzo
napredovati zbog povecanih oSte¢enja na mozgu. Djeca gube kontrolu nad pokretima te im
se pocinje gubiti vid, a napadaji postaju sve ¢e$¢i. Nakon 18. mjeseca zivota, djeca prelaze
u vegetativno stanje te obolijevaju od akutne plu¢ne infekcije od koje umiru do 4. godine

zivota [66].

Juvenilni subakutni oblik zapocinje izmedu 2. 1 10. godine Zivota, §to se u pocetku
prezentira ataksijom i1 nekoordinirano$¢u. Kognitivne funkcije pocinju propadati ranije,
dok se napadaji i gubitak vida pojavljuju puno kasnije nego kod infantilnog oblika.
Takoder, karakteristicna crvena to¢ka na mreznici ne pojavljuje se nuzno kod svakog
pacijenta. Do smrti oboljelih od juvenilnog oblika dolazi nakon 15. godine Zivota, iako
postoje slu¢ajevi kod kojih smrt nastupa nakon samo par godina od pojave prvih simptoma
[66, 67].

Kroni¢ni i kasni oblik karakterizirani su zaka$njelom pojavom simptoma te
sporijim napredovanjem neurodegeneracije, $to je posljedica niskih koncentracija enzima
Hex A. Kod kroni¢nog oblika, oSte¢enja primarno pogadaju centralni ziv€ani sustav, dok
kod kasnog oblika vise dominiraju psihijatrijski poremecaji. Oboljeli od ovih oblika mogu

doZivjeti odraslu dob, ali s velikim poteSko¢ama u svakodnevnom snalazenju [66, 67].

Dijagnoza Tay-Sachsove bolesti oslanja se na odredivanje koncentracije enzima
Hex A u serumu ili leukocitima uz postojanje normalne ili poviSene koncentracije izozima
Hex B. Geneticko testiranje se inace izvodi sSamo na pacijentima kod kojih je ve¢ utvrdeno

postojanje ove bolesti u obitelji. S obzirom da ne postoji lijek za GM2-gangliozidoze,
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oboljelima se pruzaju jedino lijekovi za kontroliranje simptoma i eventualno poboljSanje

kvalitete zivota [66, 67].

4.2. Uzroci disfunkcije metabolizma sfingolipida

4.2.1. Nedostatak sfingolipid aktivirajucih proteina

SAP su kofaktori potrebni hidrolazama za razgradnju glikosfingolipida s kratkim
oligosaharidnim ostacima. Glikosfingolipidi s dugackim oligosaharidnim lancima lako su
dostupni hidrolazama jer je terminalna Se¢erna skupina dovoljno udaljena od lipidnog
dvosloja. S obzirom da se supstrati nalaze uklopljeni u membrane, a hidrolaze djeluju samo
u hidrofilnim podrucjima, potrebni su kofaktori koji bi omogucili hidrolizu 1 na

glikosfingolipidima s kratkim Seéernim ostacima [68, 69].

Sapozini na dva na¢ina omogucuju djelovanje hidrolaza na supstratima koji su uklopljeni u
hidrofobnu membranu (Slika 22.):

1. nacin: sapozini omogucuju ekstrakciju supstrata iz membrane nakon cCega ga
transportiraju do hidrolaze

2. nalin: sapozini se vezu direktno na povrSinu membrane, pritom ju mijenjaju i

omogucuju slobodan prolazak hidrolaze do supstrata u membrani.

sapozin
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Slika 22. Mehanizmi djelovanja sapozina za aktivaciju hidrolaza, adaptirano iz [69].

Danas je poznato sveukupno 5 aktivirajucih proteina: SAP A, B, C i D, koji nastaju

proteolitickom razgradnjom proteina prosapozina (pSAP). Peti protein, GM2-aktivatorski

protein (GM2AP), pomaze pri razgradnji gangliozida GM1 i GM2. Svaki sapozin djeluje

na razli¢ite hidrolaze, pa samim time i njihove disfunkcije uzrokuju drukéije bolesti. U

Tablici 1. prikazana je podjela sapozina, zajedno s enzimima te sfingolipidozama koje

uzrokuju, od kojih jedino SAP A i D nisu specifi¢ni za pojedine bolesti [70].

Tablica 1. Podjela sapozina s obzirom na enzime, supstrate i bolesti koje uzrokuju.

SAPOZINI ENZIM SUPSTRAT SFINGOLIPIDOZA

SAP A galaktozidaza B p-GalCer /
arilsulfataza-A sulfatidi Metakromatska

SAP B a-galaktozidaza A Gb3 leukodistrofija
p-galaktozidaza LacCer

SAP C B-glukozidaza B-GlcCer Gaucher

SAP D ceramidaza Cer /

GM2AP B-heksozaminidaza A | GM2-gangliozidi Tay-Sachs

Takoder, geneticku osnovu za nastanak disfunkcije sapozina ¢ine mutacije na samo

jednom genu koji kodira pSAP, pri ¢emu samo jedna mutacija na tom genu moze

uzrokovati raznolike prezentacije navedenih sfingolipidoza [70, 71].
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5. Zakljutak

Sfingolipidi su najzastupljeniji lipidi koji izgraduju staniéne membrane u zivéanom
sustavu. Osim u izgradnji, oni takoder sudjeluju u stanicnoj signalizaciji i pojedinim
regulatornim procesima. Za sada ti mehanizmi jo§ nisu u potpunosti razjasnjeni, no u
posljednjih par godina je doslo do napretka u razmijevanju mehanizma cermidom
inducirane apoptoze. S obzirom da ceramid, zajedno s ostalim sfingolipidima, izgraduje
stanicne membrane, svaka negativna promjena u njegovoj koncentraciji dovodi 1 do
disregulacije u stani¢noj signalizaciji. Disfunkcije metabolizma sfingolipida dovode do
njihovog nakupljanja u pojedinim organelama. Zbog povecanja koncentracije tih lipida
narusava se funkcionalnost membrana te dolazi do pojave neuroloskih deficita, odnosno
nastanka lizosomskih bolesti nakupljanja - sfingolipidoza. Do nastanka tih bolesti dolazi
zbog nedostatka enzima za razgradnju u lizosomima ili zbog smanjenih koncentracija
sfingolipid aktiviraju¢ih proteina (SAP), §to je uvjetovano mutacijama gena oboljelih.
Terapije za ve¢inu sfingolipidoza, osim Anderson-Fabryeve i Gaucherove bolesti, jos
uvijek nisu dostupne zbog neistrazenosti njihove etiologije. U zadnjih par godina se, osim
ERT-a, pokusavaju uvesti i terapije genskom supstitucijom te kemijskim Saperonima, s
obzirom da ERT nije u¢inkovit u potpunosti jer nije u moguc¢nosti promijeniti primarni

uzrok nastanka ovih bolesti.
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6. Popis kratica

a-1,4-GalT - a-1,4-galaktozil-transferaza

aSM-aza - kisela sfingomijelinaza

Casp 9 - kaspaza 9

Cer - ceramid

CersS - ceramid-sintaza

CERT - ceramid transportni proteini

Cit ¢ - citokrom ¢

CRP (eng. ceramide-rich platforms) - platforme bogate ceramidom
DAG - diacilglicerol

ECM (eng. extracellular matrix proteins) - proteini iz ekstracelularnog matriksa
ER - endoplazmatski retikulum

ERT (eng. enzyme replacement therapy) - nadomjesna enzimska terapija
FAD - flavin adenin dinukleotid

FADD (eng. Fas-associated protein with death domain)

FAPP2 (eng. phosphatidylinositol-four-phosphate adapter protein 2)
FASL (eng. Fas ligand)

GalT-I11 - galaktoziltransferaza 111

Gb3 - globotriaozilceramid

Glc-aza - glukozilceramidaza

GlcCer - glukozilceramid

GlcCerS - glukozilceramid sintaza
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GD - disialogangliozid

GM - monosialogangliozid

GM2AP - GM2-aktivatorski protein

GSL - glikosfingolipidi

GT - trisialogangliozid

Hex - heksozaminidaza

JNK - Jun N-terminalna kinaza

KDHR - 3-ketodihidrosfingozin reduktaza

KDS - 3-ketodihidrosfingozin

LacCer - laktozilceramid

LIMP-2 - lizosomski integralni membranski protein 2
lyso-Gh3 - globotriaozilsfingozin

MAPK/ERK (eng. mitogen activated protein kinase/extracellular-signal-regulated kinase)

MCRM (eng. mitochondrial ceramide-rich macrodomains) - mitohondrijske ceramidom

bogate makro-domene

MOMP (eng. mitochondrial outer membrane permeabilization) - permeabilizacija vanjske

mitohondrijske membrane

mTORCL1 (eng. mammalian target of rapamycin complex 1)

nSM-aza - neutralna sfingomijelinaza

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NF-xB (eng. nuclear factor kappa B) - nuklearni transkripcijski faktor kappa B
NICD (eng. Notch intracellular domain)

NPC - Niemann-Pickova bolest tipa C

PLP - piridoksal-fosfat
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PP2A - protein fosfataza 2A

pSAP - prosapozin

ROS (eng. reactive oxygen species) - reaktivni kisikovi spojevi
S1P - sfingozin-1-fosfat

SAP - sfingolipid aktivirajuéi proteini

SK - sfingozin kinaza

SM - sfingomijelin

smac (eng. second mitochondria-derived activator of caspases) - sekundarni

mitohondrijski proizveden aktivator kaspaze

SMS - sfingomijelin sintaza

SPT - serin-palmitoil-transferaza

ssSPT (eng. small SPT subunit)

ST - sijaliltransferaza

TNF-a (eng. tumor necrosis factor a) - tumorski faktor nekroze o
TRAIL (eng. TNF-related apoptosis-inducing ligand)

XIAP (eng. X-linked inhibitor of apoptosis protein) - X-vezani antiapoptotski proteini
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