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1. Uvod

Lizosomi su organeli, prvi puta otkriveni 1950-ih, koji predstavljaju kljuéna sredista za
unutarstani¢nu razgradnju i procese recikliranja tvari (Nowosad i Besson 2022). Sadrze niz
enzima koji kataliziraju hidroliticko cijepanje razli¢itih makromolekula. Unutrasnjost lizosoma
karakterizira kiseli pH, koji se odrzava mehanizmima protonske pumpe Kkoji osiguravaju
optimalnu aktivnost ovih enzima. Ovo mikrookruzenje omogucéuje lizosomima da ucinkovito
sudjeluju u razgradnji slozenih molekula kao Sto su proteini, lipidi, nukleinske kiseline i
ugljikohidrati (Alberts i sur. 2022). Lizosomi igraju klju¢nu ulogu u stani¢noj homeostazi
recikliranjem hranjivih tvari i razgradnjom nezeljenih stani¢nih komponenti autofagijom. Ako i
jedna komponenta lizosoma ima gresku, moze doci do teskih i ozbiljnih poremecaja nakupljanja
(Gieselmann 1995).

Lizosomske bolesti nakupljanja obuhvacaju heterogenu skupinu nasljednih metaboli¢kih
poremecaja karakteriziranih nenormalnim nakupljanjem neprobavljenih supstrata unutar lizosoma
(Sun 2018). Ovi poremecaji proizlaze iz genetskih mutacija koje ometaju aktivnost i stabilnost
lizosomskih enzima ili oStecuju proteine lizosomske membrane, §to rezultira nefunkcionalnim
putovima lizosomske razgradnje (Donida 1 sur. 2017). Posljedi¢no, nakupljanje supstrata ometa
stani¢ne funkcije i dovodi do Sirokog raspona klinickih manifestacija. Klini¢ka slika lizosomskih
bolesti nakupljanja je raznolika i moze utjecati na viSe organskih sustava (Fumic i sur. 2004).
Neuroloski simptomi, ukljuujuéi sporiji mentalni razvoj, epilepticke napadaje 1 poremecaje
kretanja, Cesto se opazaju kod poremecaja kao §to su Tay-Sachsova i Niemann-Pickova bolest te
mukopolisaharidoza (MPS) (Leal i sur. 2023). Ostale bolesti, kao $to su Gaucherova i Fabryjeva
bolest, uglavhom pokazuju simptome uvecanja jetre 1 slezene, te hematoloskim i
kardiovaskularnim poremecajima (Sun 2018). Poremecaji kostura, problemi s vidom i
respiratorni poremecaji takoder se mogu pojaviti kod pojedinih bolesti (Gieselmann 1995). To¢na
1 pravovremena dijagnoza lizosomskih bolesti nakupljanja presudna je za ucinkovito lijeCenje
(Platt i sur. 2018). Dijagnoza Cesto uklju¢uje kombinaciju klinicke procjene, biokemijskog
testiranja i genetske analize (Jiang i sur 2020). Napredak u molekularnoj genetici, ukljucujuéi
tehnologije sekvenciranja sljedee generacije, znacajno je poboljSao dijagnosticke mogucnosti,
omogucujuci prepoznavanje mutacija koje uzrokuju bolest i ranu intervenciju (Kido i sur. 2023).
Razumijevanje patofiziologije lizosomskih bolesti nakupljanja na stani¢noj 1 molekularnoj razini
ostaje aktivno podruéje istrazivanja. Cilj ovog rada je napraviti pregled lizosomskih bolesti

nakupljanja te metoda njihove dijagnoze i lijeCenja.



2. Lizosomi

Metabolizam u Zivotinjskim stanicama obuhvaca zamrSenu mrezu biokemijskih reakcija koje se
odvijaju kako bi se odrzao zivot, potaknuo rast i odrzale stani¢ne funkcije. Ovaj sloZeni proces
ukljuuje dvije temeljne komponente: katabolizam i anabolizam (Alberts i sur. 2022).
Katabolizam ukljucuje razgradnju sloZenih molekula, kao $to su ugljikohidrati, lipidi i proteini, u
manje jedinice, oslobadajuéi energiju u obliku adenozin trifosfata (ATP). Ta se energija koristi za
pokretanje raznih stani¢nih aktivnosti. Anabolizam, s druge strane, obuhvaca sintezu slozenih
molekula iz jednostavnijih, za $to je potreban unos energije (Cooper 2019). Ovi metabolicki
putovi strogo su regulirani kako bi odgovorili na energetske zahtjeve stanice i okoliSne signale.
Zajedno, metabolizam upravlja proizvodnjom energije, iskoriStavanjem hranjivih tvari i sintezom
molekula, tvore¢i biokemijski temelj neophodan za funkcionalnost 1 prezivljavanje zivotinjskih
stanica (Cooper 2019).

Metabolizam stanica usko je povezan s lizosomima. Oni su sastavne komponente animalnih
stanica te predstavljaju srediSnje organele koji upravljaju procesima unutarstani¢ne razgradnje i
recikliranja (Gieselmann 1995). Lizosomi su mjesto susreta razli¢itih intracelularnih puteva
prometa: nastaju  sazrijevanjem  kasnih endosoma, fagosoma, vezikula nastalih
makropinocitozom, kao i autofagosoma (Alberts i sur. 2022). Zatvorene lipidnom dvoslojnom
membranom, ove stani¢ne strukture poznate su po svojoj kiseloj unutrasnjosti (pH je oko 5), sto
je rezultat mehanizama pumpanja protona, koji kataliziraju optimalnu enzimsku aktivnost unutar
svog mikrookruzenja (Sun 2018). Sadrze oko 60 razli¢itih hidrolitickih enzima, ukljucujuéi
proteaze, lipaze, glikozidaze 1 nukleaze, koji zajedno sudjeluju u razgradnji razli¢itih
makromolekula (Cooper 2019). Lizosomske hidrolaze sintetiziraju se na hrapavom
endoplazmatskom retikulumu (ER), gdje dolazi i do njihove modifikacije glikozilacijom (Alberts
I sur. 2022). Lizosomske hidrolaze imaju tzv. signalni uzorak, trodimenzionalnu strukturnu
domenu koju prepoznaje N-acetilglukozamin-1-fosfotransferaza (Dogterom i sur. 2019).
Procesima glikozilacije u ER i Golgiju ovi proteina dobivaju Secerne lance koji zavrSavaju
manozom. Ta se zavr$na manoza modificira, tako da nastaje specifi¢ni biljeg lizosomskih
proteina, manoza 6-fosfat, potreban za ciljani transport u lizosome (Ranjit i Kylat 2020). Enzim
N-acetilglukozamin-1-fosfotransferaza prepoznaje njihov signalni uzorak i katalizira reakciju

prijenosa N-acetilglucozamin-1-fosfata (GICNAc-1-fosfat) na manozni ostatak te nastaje



GIcNAc-I-fosfo-6-manoza (Otomo i sur. 2009). Drugi korak se odvija u trans cisterni Golgijevog
aparata gdje fosfodiesteraza odvaja GICNAc te ostaje manoza 6-fosfat (M6P) (Alberts i sur.
2022). Ovako modificirani proteini pakiraju se u klatrinske vezikule na trans kraju Golgijevog
aparata, pomocu specifi¢nih receptora koji prepoznaju M6P (Dogterom i sur. 2021). Ubrzo nakon
odvajanja vezikule raspada se klatrinski omotac, da bi se vezikula mogla fuzionirati s kasnim
endosomom. Zbog nizeg pH u kasnom endosomu hidrolaze disociraju s receptora M6P.
Dodatno, fosfat se uklanja s domene M6P kako bi se osiguralo da se hidrolaze slu¢ajno ne vrate u
Golgijev aparat. Receptori za M6P se recikliraju vezikulama obavijenim tzv. retromerima, kojima

se vracaju u Golgijev aparat (Alberts i sur. 2022). Ovaj proces je prikazan Slikom 1.
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Slika 1. Shematski prikaz procesiranja lizosomskih hidroaza u Golgijevom aparatu i njihov

prijenos u kasne endosome. Hidrolaze dolaze u Golgijev aparat iz endoplazmatskog retikuluma.
Pomoc¢u signalnog uzorka koji prepoznaje N-acetilglukozamin-1-fosfotransferaza u cis cisterni
Golgijevog aparata dolazi do dodavanja P-GICNAc na manozni ostatak glikolizirane hidrolaze. U
drugom koraku odvaja se GICNAc s proteina i ostaje manoza 6-fosfat koja sluzi kao biljeg
lizosomskih proteina. Na trans kraju Golgijevog aparata nalaze se receptori za M6P i omogucuju
pakiranje enzima u klatrinske vezikule. Nakon odvajanja vezikule dolazi do raspada klatrinskog
omotaca, a nakon fuzije vezikule s kasnim endosomomzbog niskog pH dolazi do disocijacije
hidrolaza i receptora. Zadnji korak je odvajanje fosfata s M6P. Receptori se nakupljaju na
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mjestima gdje se nalaze molekule retromera te se recikliraju i vracaju natrag na membranu

Golgijevog aparata. Preuzeto i prilagodeno prema Alberts i sur. 2022.

Razgradnja svakog metabolita kompleksan je i kaskadni proces. Taj sustav mora djelovati
uskladeno kako bi bila osigurana pravilna razgradnja proteina, lipida, nukleinskih kiselina i
ugljikohidrata kroz hidroliti¢ko cijepanje kovalentnih veza. Ovaj proces ne samo da pomaze u
oslobadanju i pohrani stani¢ne energije, ve¢ takoder osigurava pravilno procesiranje potencijalno

Stetnih nusproizvoda (Kohler i sur. 2018).

2.1. Nastanak endosoma

Tvari ulaze u stanicu procesima endocitoze, koja moze biti endocitoza posredovana receptoria,
endocitoza posredovana receptorima, pinocitoza i fagocitoza (Schmid i sur. 2014). Pinocitoza je
»stani¢no pijenje®, kontinuirani proces, ¢iji je najbolje opisan oblik endocitoza posredovana
receptorima. Pinocitozom u stanicu ulaze male molekule nutrijenata koji su topivi u vodi (Cooper
2019). Neke pinocitne vezikule nastaju na dijelovima membrane koji se nazivaju lipidnim
splavima i sadrze vece koncentracije kolesterola, glikosfingolipida i specificne strukturne
proteine poput kaveolina. Kaveolini su proteini uronjeni u stanicnu membranu s citosolne strane.
S obzirom da su integralni membranski proteini, kaveolini ne disociraju s vezikula (Alberts i sur.
2022). Fagocitoza je karakteristicna za pojedine tipove stanica poput makrofaga, kojim se u
stanicu unose vece Cestice, poput mikroorganizama ili mrtvih stanica, a posredovana je
specificnim receptorima (Besterman i sur. 1982). Endocitoza posredovana receptorima zapocinje
vezanjem liganda, makromolekule, za membranski receptor. Receptori mogu biti povezani i
nalaziti se u jamicama obloZenim klatrinom, te njihovo vezanje liganda okida nastanak vezikule s
klatrinskim omota¢em (Schmid i sur. 2014). Endocitozom nastaju rani endosomi, nakon
,odmatanja“ klatrinskog omotaca i fuzijom vezikula. Rani endosomi su sortirajuci organeli, od
njih se mogu odvajati vezikule kao recikliraju¢i endosomi koji vracaju receptore na membranu,
ili prenose sadrzaj na druge dijelove staniéne membrane kod polarnih stanica (transcitoza). Neki

rani endosomi ili njihovi dijelovi sazrijevaju u kasne endosome. Daljnjim zakiseljavanjem i



dopremom vezikula s enzimima iz Golgija, nastaju endolizosomi i kasnije lizosomi (Alberts i sur.

2022). Taj proces prikazan je Slikom 2.
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Slika 2. Shematski prikaz endocitnog puta od plazmatske membrane do lizosoma. Na membrani
se nalaze receptori za koje se vezu metaboliti i endocitozom ulaze u stanicu. Nastale vezikule su
rani endosomi Kkoji se spajaju s transportnim vezikulima koji pupaju s Golgijevog aparata. Prije
maturacije kojom nastaje kasni endosom, receptori se recikliraju i vracaju natrag na plazmatsku
membranu. Maturacija ukljucuje dodatno zakiseljavanje ¢ime nastaju kasni endosomi. Njihovim
spajanjem s transportnim vezikulima koji sadrze lizosomske hidrolaze nastaju lizosomi. Preuzeto

i prilagodeno prema Alberts i sur. 2022.

Takoder, lizosomi su aktivno ukljueni u autofagiju, mehanizam koji olakSava razgradnju i
recikliranje stani¢nih komponenti, osobito tijekom razdoblja nestasice hranjivih tvari ili stanicnog
stresa. Autofagija je proces kojim stanica razgraduje i uklanja makromolekule, velike proteinske
agregate, nepotrebne ili oSteCene organele (Alberts i sur. 2022). Postoji vise vrsta autofagije,
autofagija posredovana saperonima gdje se u autofagosom unose specificne makromolekule,
makroautofagija i mikroautofagija (Cooper 2019). Do mikroautofagije dolazi za vrijeme
stani¢nog stresa i nedostatka nutrijenata kada autofagosom zahvati dio citoplazme (Klionsky
2004). Makroautofagijom stanica obuhvati ciljani organel tzv. dvostrukom preautosomskom
membranom koja omogucuje razgradnju cijelog organela (Alberts i sur. 2022). Jos nije poznato
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na koji to¢no nacin stanica oznaci koji organel ¢e uci u proces autofagije ali poznata su Cetiri
glavna koraka autofagije (Klionsky 2004). Prvo se izduzuju membrane buduceg autofagosoma i
nastaje polumjesecasta stuktura koja obuhvaca dio citoplazme, spajanjem membrane u cjelovitu
strukturu nastaje autofagosom koji se u idu¢em koraku spoji s lizosomom, prikazano Slikom 3.
Lizosomski enzimi zatim razgraduju zatvoreni materijal, otpustajuéi njegove sastavne molekule

natrag u citosol za ponovnu upotrebu u proizvodnji energije ili sintezi novih molekula.
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Slika 3. Shematski prikaz makroautofagije (A) i mikroautofagije (B). U oba procesa prvo nastaju
membrane ¢ijim zatvaranjem nastaje autofagosom. Autofagosom se tada fuzionira s lizosomom

te nastaje autolizosom i pocinje razgradnja njegovog sadrzaja. Preuzeto i prilagodeno prema
Alberts i sur. 2022.

Lizosomi takoder reguliraju stani¢ni metabolizam kroz njihovu ukljucenost u senzore hranjivih

tvari i signalne putove (Nowosad i Besson 2022). Mogu ,osjetiti koli¢inu nutrijenata, tj.



osjetljivi su na pojedine aminokiseline, pomo¢u kompleksa proteina koji se nalaze na povrsini
njihove membrane, te aktiviraju kompleks mTORC1 Kompleks mTORCL1 je glavni regulator
stanicnog metabolizma 1 ima sposobnost odgovoriti na Sirok spektar vanjskih signala poput
koli¢ine aminokiselina, kisika, nutrijenata ili oste¢enje DNA (Nowosad i Besson 2022). Sukladno
s tim podatcima mogu pokrenuti procese sinteze proteina, nukleotida i lipida ili autofagiju. U
svjetlu njihovih dinamickih funkcija, lizosomi su intrinzi¢no povezani s nizom patofizioloskih
stanja (Sun 2018). Poremecaji lizosomskog skladiStenja, koji proizlaze iz genetskih mutacija koje
ometaju funkciju lizosomskog enzima, rezultiraju nenormalnim nakupljanjem supstrata unutar

ovih organela, izazivajuéi stani¢nu disfunkciju.



3. Molekularna osnova lizosomskih bolesti nakupljanja

Lizosomske bolesti nakupljanja nastaju kad dolazi do akumulacije makromolekula koje ne mogu
biti razgradene u lizosomu. Postoji oko 70 poznatih bolesti, nasljedne su, prenose se uglavnom
autosomno recesivno. Samo su tri vezane za X kromosom (Rajkumar i Dumpa 2022). Mogu se
podijeliti u dvije osnovne skupine. U vecini poremecaja, genetske mutacije dovode do sinteze
nefunkcionalnih lizosomskih enzima, pa dolazi do nakupljanja njihovih supstrata, a u manjem
broju dolazi do greske u transportu proteina u lizosom, $to ima za posljedicu nemoguénost
razgradnje veceg broja supstrata (Donida i sur. 2017). Mukolipidoza Il (ML I1) je bolest kod koje
je nefunkcionalan enzim bitan za obiljezavanje i dopremu lizosomskih proteina iz Golgija u
lizosome, a posljedica toga je sekrecija lizosomskih hidrolaza u krvotok (Kudo i sur. 2006).
Nakupljanje nerazgradenih supstrata unutar stanica onemogucava normalnu funkciju stanica i
moze imati razlicite posljedice. Sve ostale bolesti se mogu podijeliti na pet skupina s obzirom na

to o kojem supstratu se radi.

3.1 Mukolipidoza Il ili bolest |

Mukolipidoze su skupina od Cetiri tipa rijetkih nasljednih metaboli¢kih poremecaja koje se ¢esto
dijagnosticiraju ve¢ u djetinjstvu (Dogterom i sur. 2021). Svi tipovi su svrstani pod istim
nazivom, mukolipidoza, jer se simptomi preklapaju sa simptomima mukopolisaharidoza i
sfingolipidoza te se mislilo da dolazi do nakupljanja isklju¢ivo mukopolihsaharida i lipida u
stanicama. Kasnije je, medutim, otkriveno da su to mnogo kompleksnije bolesti koje zahvacaju

vise metaboli¢kih puteva u isto vrijeme (Otomo i sur. 2009).

Mukolipidoza 1l je najtezi oblik mukolipidoza (Dogterom i sur. 2021), a uzrokuje ju
nefunkcionalan enzim N-acetilglukozamin-1-fosfotransferaza (GIcNAc-1-fosfotransferaza)
odnosno mutacija gena GNPTAB (Tiede i sur. 2005). Posljedica toga je izlu¢ivanje svih
lizosomskih hidrolaza u krv. Enzim GIcNAc-1-fosfotransferaza graden je od dvije alfa i dvije
beta kataliticke podjedinice kodirane genom GNPTAB i dvije gama podjedinice koje su kodirane
genom GNPTG i sluze za prepoznavanje supstrata (Ranjit i Kylat 2020). Ovaj enzim sudjeluje u
prvom koraku pripreme lizosomskih hidrolaza za transport iz Golgijevog aparata u lizosome,

prikazano Slikom 4. Katalizira reakciju prijenosa N-acetilglukozamin-1-fosfata na manozni



ostatak koji se nalazi na N kraju proteina (Tiede i sur. 2005). U prvom koraku nastaje GICNAc-I-
fosfo-6-manoza, a iduci korak katalizira fosfodiesteraza i konac¢ni produkt je manoza 6-fosfat
koja sluzi kao marker za transfer proteina u lizosom (Gieselmann 1995). Ako GIcNAc-1-
fosfotransferaza ne funkcionira, lizosomske hidrolaze, koje su pravilno sintetizirane, nemaju
marker pomocu kojega bi bile unesene u lizosom te se transportiraju do stani¢éne membrane i
izluCuju u krv. Tada se neprobavljene molekule nakupljaju unutar stanica i u citosolu tvore
inkluzije, nakupine koje mogu biti razlicitih sastava, veli¢ina i oblika; zbog toga je ovaj sindrom
dobilo naziv bolest inkluzijskih stanica (Leroy i O'brien 1976). Nakupljanje tvari u stanicama
dovodi do ostecenja razlicitih organskih sustava te su simptomi teska retardacija rasta, skeletna
displazija, psihomotorna retardacija i specifi¢ne crte lica poput ispupcenih obraza, o€iju i Sirokog

nosa (Leroy i sur. 1972). Prosje¢ni Zivotni vijek oboljelih su dvije godine (Dogterom i sur. 2021).
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Slika 4. Shematski prikaz utjecaja mutacije gena GNPTAB na pravilno procesiranje lizosomskih
hidrolaza u Golgijevom aparatu. Zelenim krugom oznacen je gen GNPTAB koji se nalazi na
polozaju 12923.1, mutacija u tom genu dovodi do nepravilne sinteze alfa (oznacene slovom A) i
beta (oznacene slovom B) podjedinica enzima GIcNAc-1-fosfotransferaze. Zbog neaktivnog
enzima ne dolazi do transfera N-acetilglukozamin-1-fosfata na manozni ostatak koji se nalazi na
N kraju hidrolaza te u konacnici ne nastaju markeri pomoc¢u kojih bi te hidrolaze mogle uci u
lizosom. To uzrokuje bolest nakupljanja mukolipidozu Il. Preuzeto i prilagodeno prema Alberts i
sur. 2022.



3.2. Podjela lizosomskih bolesti nakupljanja s obzirom na supstrate

Razgradnja makromolekula je slozen proces jer je za svaku funkcionalnu skupinu potreban drugi
enzim te ako jedan enzim u nizu nije funkcionalan proces se ne moze nastaviti. Simptomi bolesti
variraju ovisno o tome u kojem koraku razgradnje je doslo do greSke te zbog toga postoji velik
broj poremecaja koji se mogu podijeliti na pet skupina ovisno o tome koji je metabolic¢ki put
zahvacen. Slikom 5 prikazana su razli¢ita mjesta u kojima moze do¢i do greske. Prema vrsti
supstrata dijele se na: mukolipidoze, mukopolisaharidoze, oligosaharidoze, sfingolipidoze i

glikogenoze (Fumi¢ 2004).

U slucaju mukolipidoze I dolazi do nakupljanja sialiloligosaharida zbog neaktivnog enzima alfa-
N-acetil neuraminidaze koji katalizira uklanjanje terminane sijalne kiseline s glikoproteina i
glikolipida (Heroman i sur. 2008). Mutacija gena za gama podjedinicu enzima N-
acetilglukozamin-1-fosfotransferaze (GNPTG) dovodi do nastanka mukolipidoze tipa 1l (ML
I11), prikazano Slikom 5. Za razliku od ML II, ML III ima $iri fenotipski spektar i tri podtipa.
Podtip alfa i beta su tezi oblici te pacijenti umiru u djetinjstvu dok je gama laksi te je prosjecni
zivotni vijek 33 godine (Dogterom i sur. 2021). Kod mukolipidoze IV dolazi do nakupljanja
mukopolisaharida i lipida unutar stanica te je zbog toga svrstana u lizosomske bolesti
nakupljanja. Medutim, daljnjim istraZzivanjima dokazalo se da je nakupljanje tih supstrata

posljedica greske u kasnom endocitnom putu (Slaugenhaupt 2002).
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Slika 5. Shematski prikaz utjecaja mutacije gena GNPTG na pravilno procesiranje lizosomskih
hidrolaza. Gen GNPTG oznacen je zelenim krugom i nalazi se na polozaju 16p13.3, mutacija u
tom genu dovodi do nepravilne sinteze gama podjedinice oznacene slovom C enzima GIcNAc-1-
fosfotransferaze. Zbog neaktivnog enzima ne dolazi do transfera N-acetilglukozamin-1-fosfata na

manozni ostatak koji se nalazi na N kraju hidrolaza te u konacnici ne nastaju markeri pomocu
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kojih bi te hidrolaze mogle uc¢i u lizosom. To uzrokuje nastajanje mukolipidoze Ill. Preuzeto i

prilagodeno prema Alberts i sur. 2022.

Mukopolisaharidi ili glikozaminoglikani (GAG) su kompleksni linearni ugljikohidrati
Klasificirani u pet skupina: heparan sulfat, dermatan sulfat, kondroitin sulfat, keratan sulfat i
hijaluronska kiselina i osnovna im je funkcija izgradnja ekstracelularnog matriksa (Sun 2018). U
njihovu razgradnju uklju¢eno je nekoliko enzima. Mutacije u kodiraju¢im genima tih enzima
dovode do nastanka mukopolisaharidoza (MPS) i ovisno o tome koji je enzim zahvacéen postoji
deset tipova bolesti (Leal i sur. 2023). Hurlerov sindrom (MPS 1), Hunterov sindrom (MPS 1) i
Sanfilippov sindrom (MPS I11) su samo neke od njih. Hurlerov sindrom posljedica je mutacije
gena IDUA Kkoji se nalazi na X kromosomu i kodira enzim alfa-L-iduronidazu (Sun 2018).
Nedostatak ovog enzima dovodi do nakupljanja heparan sulfata i dermatan sulfata u stanicama i
tkivima, $§to uzrokuje skeletne abnormalnosti, kognitivne poteSkoce, hepatosplenomegaliju
(povecanje jetre i slezene) (Leal i sur. 2023). Hunterov sindrom posljedica je nedostatka enzima
iduronat-2-sulfataze kodiranog genom IDS (Sun 2018). Izostanak tog enzima takoder dovodi do
nakupljanja heparan sulfata i dermatan sulfata, sto uzrokuje sli¢ne simptome kao i Hurlerov
sindrom, ali s manje izrazenim neuroloskim simptomima (Leal i sur. 2023). Sanfilippov sindrom
posljedica je nedostatka enzima N-acetilglukozaminidaza, heparan sulfat sulfataze, alfa-N-
acetilglukozaminidaza ili N-acetilglukozaminil-1-fosfat transferaze uklju¢enih u razgradnju
heparan sulfata (Sun 2018). S obzirom da se radi o nekoliko razli¢itih enzima postoje Cetiri tipa
Sanfilippovog sindroma. Svi tipovi imaju iste simptome te su oni sli¢ni kao i kod Hurlerovog
sindroma, ali s manje izrazenim skeletnim abnormalnostima (Leal i sur. 2023). Oligosaharidi su
kratki Secerni lancani spojevi prisutni u razli¢itim tkivima i1 organima. Nedostatak enzima
odgovornih za njihovu pravilnu razgradnju rezultira nakupljanjem tih spojeva i oSteenjem
razli¢itih organskih funkcija. Oligosaharidoze su progresivne bolesti koje dijele mnoge simptome
s mukopolisaharidozama, ali se pojavljuju rjede i1 oboljeli imaju teze neuroloSke simptome

(Fateen i sur. 2018). Poznato je sedam poremecaja vezanih za sedam razli¢itih enzima.

Sfingolipidi su sastavni dio stani¢nih membrana gradeni su od baze sfingozina na koju mogu biti
vezane razne boc¢ne skupine (Kolter i Sandhoff 2006). Ovisno o strukturi bo¢nih skupina postoje
Cetiri vrste sfingolipida: cerebrozid, sfingomijelin, globozid i gangliozid (West 1977). Kako bi se

ove makromolekule mogle razgraditi, potrebno je prvo ukloniti boc¢ne skupine dok zavr$ni
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produkt ne postane ceramid (West 1977). Kada enzimi zasluzni za uklanjanje tih skupina ne
funkcioniraju dolazi do sfingolipidoza. Sfingolipidoze su najcesce lizosomske bolesti nakupljanja
i do sada je poznato 11 poremecaja (Kolter i Sandhoff 2006). Gaucherova bolest se u populaciji
javlja s uGestalosti od 1/40000, a kod Agkenaskih Zidova ¢ak 1/1000 (Sun 2018). Gaucherovu
bolest uzrokuje nakupljanje glukozilceramida u lizosomima makrofaga zbog neaktivnog enzima
glukocerebrozidaze (Kolter i Sandhoff 2006). To nakupljanje najvise utjece na jetru, slezenu i
kostanu srz te su simptomi hepatosplenomegalija, spor rast djeteta, bol u kostima 1 anemija.
Postoje tri tipa bolesti, tip I ne uzrokuje posljedice u mentalnom razvoju djeteta dok tipovi Il i Ill
imaju kao posljedicu mentalnu retardaciju (Sun 2018). Fabryjeva bolest je rijetka nasljedna
uzrokovana mutacijom gena GLA koji se nalazi na kromosomu X (Sun 2018). Mutacija uzrokuje
manjak enzima alfa-galaktozidaze te dovodi do nakupljanja globozida globotriaosilceramida
(Gb3). Dob u kojoj bolest postane izrazena je vrlo varijabilna, a kasnija pojava bolesti povezana
je s blazim oblikom (Kolter i Sandhoff 2006). Prema dobi u kojoj se simptomi bolesti pocnu
pojavljivati Fabryjeva bolest moze se podijeliti na dva tipa (Kido i sur. 2023). Neki od
prepoznatljivih simptoma su bol u rukama i nogama, zamucenje roznice, napadi vrucice, ali moze

dovesti i do zatajenja bubrega i srca (Sun 2018).

Glikogen je kompleksni polisaharid koji se skladi$ti u stanicama jetre i miSi¢a kao glavni izvor
energije. Glikogenoze su uzrokovane mutacijama u genima odgovornim za enzime uklju¢ene u
sintezu ili razgradnju glikogena. Nedostatak funkcionalnih enzima rezultira nakupljanjem
nepropisno razgradenog glikogena unutar stanica. Ovo nakupljanje moZe ometati normalno
funkcioniranje razli¢itih organa, kao §to su jetra, srce, misi¢i i mozak. Simptomi glikogenoza
mogu varirati ovisno o specificnoj vrsti bolesti, ali Cesto uklju¢uju hepatosplenomegaliju,
hipoglikemiju (nisku razinu Sec¢era u krvi), miopatiju (miSi¢nu slabost) te neuroloske
manifestacije kao $to su epilepti¢ki napadaji i mentalna retardacija (Stone i sur. 2023). Trenutno
je prepoznato viSe od 15 razli¢itih tipova glikogenoza, a svaki je uzrokovan mutacijama u
razli¢itim genima odgovornim za enzime ukljucene u sintezu ili razgradnju glikogena (Stone i
sur. 2023). Pompeova bolest je rezultat mutacije u genu GAA sto uzrokuje deficijenciju enzima
alfa-glukozidaze, koji je odgovoran za razgradnju glikogena. Dolazi do nakupljanja glikogena u
tkivima, a najviSe su pogodeni srcéani i skeletni miSi¢i. To moze rezultirati kardiomiopatijom

(sréanim problemima) i miopatijom (Kohler i sur. 2018).
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Slika 6. Razgradnja makromolekula je kompleksan proces jer je za odvajanje svake funcionalne

skupine s molekule potreban drugi enzim. Takoder, metabolicki putevi su Cesto povezani jer

imaju zajednicke intermedijere. Shema prikazuje puteve razgradnje tri makromolekule,

cerebrozida, gangliozida i sfingozin masne kiseline. Ovisno o tome u kojem je koraku razgradnje

doslo do greske posljedice su drugacije te dovode do drugih poremecaja. Preuzeto i prilagodeno

prema Alberts i sur. 2022.
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4. Tehnike dijagnosticiranja

Dijagnoza lizosomskih bolesti nakupljanja nije jednostavna zbog njihove razli¢ite klinicke
prezentacije, simptoma koji se preklapaju i rijetkosti pojedinih bolesti. Dijagnosticiranje zahtijeva
multidisciplinarni pristup koji ukljucuje klinicku procjenu, laboratorijsko testiranje i geneticku
analizu (Jiang i sur. 2020). Tijekom godina, napredak u dijagnostickim tehnikama znacajno je
poboljsao identificiranje specifi¢nih poremecaja, omogucujuci prilagodenije terapijske pristupe.
Rana i to¢na dijagnoza klju¢na je za pravovremenu intervenciju i optimalno zbrinjavanje

bolesnika (Fumic¢ i sur. 2004).

Klini¢ka procjena stru¢njaka kljucna je za prepoznavanje karakteristi¢énih znakova i simptoma
povezanih s odredenim poremecajem poput sporijeg razvoja, povecanja organa, nenormalnosti
kostura i neuroloskih problema (Kohler i sur. 2018). Medutim, zbog varijabilnosti u prezentaciji
bolesti i preklapanja simptoma viSe poremecaja, dijagnoza koja se temelji samo na klinickim
znacajkama ne moze dati to¢ne rezultate. Prema tome, laboratorijska ispitivanja neizostavni su
korak u to¢noj dijagnozi bolesti. Biokemijske analize otkrivaju nenormalne razine aktivnosti
lizosomskih enzima ili nakupljanje odredenih supstrata u krvi, urinu ili u drugim tkivima.
Najc¢es¢i nadin analize je kultiviranje fibroblasta ili leukocita (Chamoles i sur. 2001). Kako su te
tehnike vremenski zahtjevne, pocetkom 2000-tih pocela se sve viSe primjenjivati tehnika
analiziranja osusenih mrlja krvi u kojima je moguce odrediti koncentraciju lizosomskih enzima te
se ona cCesto koristi za dijagnosticiranje kod novorodenc¢adi (Chamoles i sur. 2001). Medutim, u
toj metodi svi enzimi stvaraju isti krajnji produkt te nije moguce odrediti koji je enzim
nefunkcionalan. 1z tog razloga se pocela koristiti analiza masenom spektrometrijom gdje je
moguce Koristiti specifi¢ne supstrate i pratiti aktivnost vise razli¢itih enzima u isto vrijeme
(Chunli i sur. 2013). Struénjaci mogu ispitati deformacije kostura, organomegaliju i bolesti
srediSnjeg zivéanog sustava pomocu radiografija, CT-a i magnetske rezonancije (MRI). Oni su
kljuéni za prepoznavanje i pracenje bolesti nakupljanja jer daju vitalne informacije o
zahvacéenosti organa i napredovanju bolesti. Biopsije tkiva, posebice iz zahvaéenih organa,
pruZaju bitne informacije o stani¢noj patologiji kod ovih poremecaja. Elektronska mikroskopija
nudi ultrastrukturne uvide u lizosomski skladi$ni materijal 1 stani¢ne abnormalnosti, pomazu¢i u
razlikovanju razlicitih lizosomskih bolesti nakupljanja (Jiang i sur. 2020). S obzirom da bolesti

nakupljanja imaju genetsku osnovu korelacije genotip-fenotip daju uvid u odnos izmedu
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specificnih genetskih mutacija i klinickih manifestacija. Moderna molekularna geneticka analiza
potpuno je promijenila nacin na koji se lizosomske bolesti nakupljanja dijagnosticiraju. To¢na i
brza dijagnoza omogucena je identifikacijom mutacija koje uzrokuju bolest koristenjem tehnika
kao Sto su Sangerovo sekvenciranje, sekvenciranje sljede¢e generacije (NGS) i sekvenciranje
cijelog genoma (WES). Posebno ciljani paneli NGS mogu ucinkovito istraziti brojne gene
povezane s bolestima nakupljanja odjednom, poboljsavajuci dijagnosti¢ku preciznost (Kido i sur.
2023). Moze se provesti i ciljano testiranje kako bi se potvrdila dijagnoza ako se iz simptoma
sumnja na odredeni poremecaj. ldentifikacija nositelja lizosomskih bolesti nakupljanja genetskim

testiranjem klju¢na je za planiranje obitelji i genetsko savjetovanje.
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5. LijeCenje
Proucavanje molekularnih i stani¢nih mehanizama koji stoje iza lizosomskih bolesti nakupljanja

znacajno je napredovalo tijekom vremena, §to je rezultiralo stvaranjem novih terapijskih pristupa.

Prvi uspjesni pokusaj lijeCenja lizosomskih bolesti nakupljanja bilo je presadivanje kosStane srzi
djetetu s Hurlerovim sindromom. Ova metoda se i danas koristi pri lijeGenju novorodencadi s
Hurlerovim sindromom jer se dokazalo da sprje¢ava razvoj neuroloskih simptoma (Platt i sur.
2018). Nakon toga, temelj lije¢enja lizosomskih bolesti nakupljanja dugo je bila terapija
nadomjeste enzima (ERT). Strategija podrazumijeva lijeCenje enzimima koji su izolirani iz krvi
ili tkiva zdrave osobe te bi zamijenili disfunkcionalni lizosomski enzim. Najbolji rezultati vidljivi
su u lijecenju Gaucherove bolesti, ali se koristi i u lijecenju Pompeove bolesti, Fabryjeve bolest i
MPS tipa I, Il i IV (Ohashi 2012). Lijecenje Gaucherove bolesti ovom tehnikom ima najbolje
rezultate jer je terapija enzimima usmjerena na makrofage koji vrlo efikasno primaju dobivene
enzime. U drugim bolestima je enzime potrebno unijeti u ¢vrsta tkiva u koja enzimi slabo prodiru
ili uop¢e ne mogu doprijeti. Na primjer, ERT uopée ne moze doprijeti do mozga (Lachmann
2011). Takoder, moguéa je i pojava imunoloSke reakcije primatelja. Terapijom redukcije
supstrata (SRT) pokusava se smanjiti nakupljanje supstrata unutar lizosoma. U ovoj metodi,
enzimi povezani sa sintezom supstrata su inhibirani specifi¢nim spojevima. Niemann-Pickova
bolest tip C i Gaucherova bolest tip 1 sada se mogu lije¢iti miglustatom i eliglustatom,
inhibitorima glukozilceramid sintaze, $to inhibira prvi korak biosinteze glikosfingolipida (Platt i
sur. 2018). SRT se moze kombinirati s drugim metodama i time povecati mogucnost lijecenja.
Ako se kod osobe oboljele od lizosomske bolesti nakupljanja sintetiziraju nepravilno slozeni
enzimi mogucée je pokusati ispraviti njihovu strukturu pomocu Saperona. Do sada jedini
provjereno djelotvoran lijek je migalastat koji se koristi u tretiranju Fabryjeve bolesti i stabilizira

mutirane enzime te povecava njihovu kataliticku sposobnost (Platt i sur. 2018).

Baveci se temeljnim uzrokom poremecaja, genska terapija potpuno je promijenila nacin lijecenja.
Preciznost 1 ucinkovitost genske terapije poboljSane su lentivirusnim vektorima i tehnologijom
CRISPR-Cas9, otvaraju¢i obecavaju¢e nove mogucnosti lijeCenja za Siri raspon lizosomskih
bolesti nakupljanja. Trenutno postoje dvije glavne metode genetske terapije. Jedna metoda je
unos rekombiniranog (nemutiranog) gena u pacijenta pomocu vektora. Druga metoda je

uredivanje gena stanica uzetih od pacijenta te ispravljanje genetske greske u laboratoriju, zatim
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ponovno vracanje "poboljsanih™ stanica pacijentu (Platt i sur. 2018.). Ova metoda je privukla
interes jer bi mogla lijeciti mutacije u stanicama koje se ne dijele, poput neurona. Osim trenutno
koriStenih metoda lije¢enja, novije metode mogle bi utjecati na to kako ¢e se lizosomske bolesti
nakupljanja lije¢iti u buduénosti. Male interferiraju¢e RNA (siRNA) i antisense oligonukleotidi
(ASO) primjeri su terapeutika temeljenih na RNA koji imaju sposobnost modificiranja ekspresije
gena, ispravljanja pogreSaka spajanja i smanjenja nakupljanja opasnih supstrata. Nedavno
istrazivanje pokazalo je da su ASO ucinkoviti u poboljSanju karakteristika bolesti i obnavljanju
enzimske aktivnosti na zivotinjskim modelima (Coutinho i sur. 2020). Raznolikost lizosomskih
bolesti nakupljanja zahtijeva upotrebu prilagodene medicinske strategije koja uzima u obzir
genotip, tezinu bolesti i jedinstvene karakteristike pacijenta. Kombinirane terapije koje su
usmjerene na razli¢ite ¢imbenike bolesti imaju potencijal za poboljSanje rezultata lijeenja.
Unato¢ impresivnom napretku, postoje problemi s lijeCenjem ovih poremecaja. Prepreke koje
treba prevladati uklju¢uju imunske reakcije na supstituciju enzima, ograni¢eno prodiranje
terapijskih lijekova u tkiva i potencijalne nepozeljne posljedice manipulacije gena. Osim toga,

visoke cijene izrade i isporuke ovih lijekova postavlja pitanje njihove pristupacnosti.
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6. Zakljucak

Lizosomi su organeli koji predstavljaju klju¢na sredista za unutarstani¢nu razgradnju i procese
recikliranja tvari te imaju bitnu ulogu u odrzavanju homeostaze. Razgradnja hranjivih tvari je
slozen proces u koji je ukljuceno oko 60 vrsta razliCitih enzima, koji kataliziraju hidroliticko
cijepanje razli¢itih makromolekula poput proteina, lipida, nukleinskih kiselina i ugljikohidrata.
Ako postoji greska i u jednom koraku procesa moze do¢i do nakupljanja nerazgradenih tvari §to
moze poremetiti normalnu funkciju razlic¢itih tkiva i organa. Lizosomske bolesti nakupljanja su
rijetke, ali teske nasljedne bolesti uzrokovane mutacijama gena bitnim za sintezu enzima
uklju€enih u razgradnju tvari. Posljedice mutacije gena su nakupljanje nerazgradenih metabolita

u stanicama i tkivima $to uzrokuje ostecenje tih tkiva.

Postoji oko 70 poznatih bolesti nakupljanja, a prenose se uglavnom autosomno recesivno. Mogu
se podijeliti u dvije osnovne skupine. U vecini poremecaja, genetske mutacije dovode do sinteze
nefunkcionalnih lizosomskih enzima, pa dolazi do nakupljanja njihovih supstrata, a u manjem
broju dolazi do greske u transportu proteina u lizosom, $§to ima za posljedicu nemoguénost

razgradnje veceg broja supstrata.

ML 11 je bolest kod koje je enzim, odgovoran za obiljezavanje i dopremu lizosomskih proteina iz
Golgija u lizosome, nefunkcionalan pa je posljedica toga sekrecija lizosomskih hidrolaza u
krvotok. Sve ostale bolesti se mogu podijeliti na pet skupina s obzirom na to o kojem supstratu se
radi. Prema tome dijele se na: mukolipidoze, mukopolisaharidoze, oligosaharidoze,
sfingolipidoze i glikogenoze. Simptomi lizosomskih bolest nakupljanja ¢esto uklju¢uju ometanje
normalne funkcije nekih organa poput, srca, jetre, slazene i miSica, deformacije kostura te

neuroloske probleme, poput epilepsije i mentalne retardacje.

LijeCenje ovih bolesti nije lak zadatak, medutim, dijagnoza ovih poremecaja znacajno je
napredovala pojavom novih dijagnostickih tehnika i multidisciplinarne suradnje. Klinicka
procjena, biokemijski testovi, molekularna geneticka analiza i histoloski pregled zajedno
doprinose to¢noj i pravovremenoj dijagnozi. Integracija ovih metoda ne samo da pomaze u
potvrdivanju prisutnosti bolesti nakupljanja, ve¢ takoder pomaze u identificiranju specificnog
podtipa i uvodenju personaliziranih terapija. Metode lijecenja lizosomskih bolesti nakupljanja

neprestano se razvijaju, od metoda nadomjestne terapije do najsuvremenijih genskih terapija i
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novih strategija temeljenih na RNA koje jo$ nisu u klini¢koj upotrebi. Ovi terapijski pristupi

imaju potencijal pruziti pacijentima personalizirane i u¢inkovitije alternative lijeCenja.
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