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				STRESZCZENIE

				Peroksysomy to wielofunkcyjne organelle, które spełniają kluczową rolę w licznych pro-cesach biochemicznych dostosowując się dynamicznie do aktualnych wymogów fizjolo-gicznych komórki. Zaburzenie struktury peroksysomów na skutek mutacji i dysfunkcji genów PEX lub innych genów kodujących białka biogenezy czy pojedyncze peroksy-somalne białka funkcyjne stanowi podłoże patogenetyczne chorób peroksysomalnych. Proces β-oksydacji bardzo długołańcuchowych kwasów tłuszczowych (VLCFA) jest uni-kalnym szlakiem metabolicznym zlokalizowanym wyłącznie w peroksysomie. To wa-runkuje, że VLCFA jest głównym biomarkerem w diagnostyce chorób peroksysomal-nych. Choroby peroksysomalne prezentują szerokie spektrum objawów klinicznych od neonatalnego, ciężkiego Zespołu Zellwegera z dysmorfią, dysfunkcją wielonarządową do późnoobjawowej adrenoleukodystrofii występującej u dorosłych, sprzężonej z chro-mosomem X. Dzięki zastosowaniu wysokospecjalistycznych technik analitycznych jest to stale powiększająca się grupa rzadkich chorób genetycznych.

				WPROWADZENIE

				Peroksysomy zostały po raz pierwszy opisane w 1954r przez Rodin’a, ale ich właściwości biochemiczne zdefiniował Christian de Duve w 1965 r, od-krywając w nich enzymy generujące nadtlenek wodoru [1,2]. Peroksysomy, jednobłonowe organelle są obecne prawie we wszystkich komórkach euka-riotycznych. Komórki ssaków zawierają setki peroksysomów, przy czym naj-liczniej występują one w wątrobie, nerkach i tkance nerwowej. Ich liczba, morfologia i wielkość są regulowane w odpowiedzi na sygnały środowiska i stopnień rozwoju organizmu. Kształt i rozmiar (Φ 0,2–1µm) jest zależny od rodzaju tkanki [3]. Oszacowano, że czas półtrwania dla peroksysomu wynosi w przybliżeniu około dwóch dni, co sugeruje, że peroksysomalna biogeneza, aktywność biochemiczna i degradacja są procesami bardzo dynamicznymi [4]. Początkowo nie doceniano ich znaczenia i sądzono, że to mało znaczące organelle, ewentualne prekursory mitochondrium lub lizosomów. Badania ostatnich lat wykazały, że peroksysomy to wielozadaniowe organelle, które w różnych tkankach i organizmach spełniają kluczową rolę w licznych pro-cesach biochemicznych w metabolizmie komórki.

				BIOGENEZA I FUNKCJE PEROKSYSOMU

				W okresie ostatnich trzech dekadach, nastąpił ogromny postęp w bada-niach nad peroksysomami na poziomie biochemicznym i molekularnym. Zidentyfikowano około 30 genów PEX kodujących peroksyny, czynniki biał-kowe niezbędne w procesie biogenezy peroksysomu. Badania prowadzone przez Lazarowa i Fujiki [5], stworzyły podstawę opracowania modelu bioge-nezy peroksysomu. Model ten zakłada autonomiczność struktury, a proces formowania obejmuje etapy wzrostu z preperoksysomów i następnie podzia-łu dojrzałego organellum. Wykazano, że mRNA kodujące enzymy macierzy peroksysomu oraz peroksysomalne białka błonowe są tworzone na wolnych polirybosomach i importowane z cytosolu do peroksysomalnej błony lub macierzy [5]. Zależnie od spełnianych funkcji klasyfikujemy 3 rodzaje pe-roksyn, które uczestniczą odpowiednio w tworzeniu błony peroksysomalnej, macierzy peroksysomu i jego morfogenezie. Białka Pex3, Pex16 i Pex19 zostały zidentyfikowane jako czynniki uczestniczące w kształtowaniu błony peroksysomalnej u drożdży. Dziesięć peroksyn Pex1, Pex2, Pex5, Pex6, Pex7, Pex10, Pex12, Pex13, Pex14, Pex26 uczestniczy w mechanizmie translokacji zsyntetyzowanych białek macierzy do wnętrza organelli [6]. Pozostałe pe-roksyny biorą udział w morfogenezie peroksysomów. Są to trzy izoformy białka rodziny Pex 11, α- β- γ-, oraz białka DLP1 i Fis1, jak również mitochon-drialny czynnik podziału (Mff, ang. mitochondrial fission factor) [7-9].
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				Struktura peroksysomu u ssaków oparta jest o 16 ge-nów PEX. Peroksysomalne białka błonowe (PMP, ang. peroxisomal membrane protein) wprowadzane są za po-średnictwem PEX19 działającego jako chaperon wiążący cytosolowe PMP, następnie powstały kompleks jest do-kowany przez PEX3 w błonie peroksysomalnej. Białka macierzy peroksysomalnej zaraz po syntezie w cytosolu są transportowane przy udziale sygnałów kierunkowych PTS (ang. peroxisome targeting signal, PTS1 lub PTS2). Wa-hadłowe receptory cytosolowe PEX5 z dwiema domena-mi końcowymi C-(PEX5-S) i N-(PEX5-L) oraz PEX7 wy-chwytują białka macierzy i tworząc odpowiednie kom-pleksy PTS1-PEX5-S i PTS2-PEX5-L-PEX7 wprowadzają je do wnętrza organellum. Za pośrednictwem kompleksu PEX2-PEX10-PEX12 białka macierzy uwalniane są do we-wnątrz, natomiast kompleks białek PEX26-1-6 pośredni-czy w recyklingu receptorów do cytosolu [10,11] (Ryc. 1).

				W ostatnich latach niektóre wyniki badań sugerują, że peroksysomy to jednak semi-autonomiczne organelle, których formowanie zapoczątkowane zostaje w siatecz-ce endoplazmatycznej (ER) pod wpływem Pex3 i Pex16 [12,13]. Wykazano, że co najmniej kilka białek błonowych może być transportowanych do peroksysomu z udziałem ER [14,15]. Stwierdzono natomiast, że niektóre PMP są kierowane do peroksysomu zarówno bezpośrednio z cy-tosolu jak i za pośrednictwem ER [11,16-18]. Koncepcja ta nawiązuje do pierwotnej hipotezy tworzenia peroksy-somu sformułowanej w latach 70. [19]. Mimo upływu lat i przeprowadzenia wielu prac badawczych do tej pory tworzenie peroksysomu wciąż pozostaje interesującym zagadnieniem. Prawdopodobnie obie teorie są prawdzi-we. Badania prowadzone na drożdżach pozwalają wnio-skować, że w normalnych warunkach peroksysomy są formowane przez kolejne etapy wzrostu i podziału, nato-miast w sytuacji braku peroksysomów w komórce mogą być formowane z udziałem ER [20].

			

		

		
			
				FUNKCJE

				Analizy proteomiczne wykazują, że peroksysom to stosunkowo prosta, obejmująca około 100 białek struktu-ra biochemiczna [21]. Mimo tej prostoty ma on kluczowe znaczenie dla rozwoju i zdrowia człowieka, co podkreśla unikalność i ilość procesów metabolicznych, w których uczestniczy oraz grupa chorób genetycznych, w których działanie peroksysomów jest całkowicie lub częściowo zaburzone.

				Ponad 60 procesów biochemicznych katabolicznych jak i anabolicznych przebiega w peroksysomach. Ich rola fizjologiczna zmienia się zależnie od typu komórki, tkanki, stopnia rozwoju. Ta biochemiczna różnorodność jest możliwa dzięki dynamicznym właściwościom błony peroksysomalnej reagującej na aktualne wymogi stanu fizjologicznego komórki [22]. Główne funkcje peroksy-somalne to funkcje odkryte najwcześniej, czyli procesy oksydacyjne i detoksyfikacja reaktywnych form tlenu.

				W systemie peroksysomalnej β-oksydacji degrada-cji ulegają bardzo długołańcuchowe kwasy tłuszczowe (VLCFA, ang. very long- chain fatty acids,), 2-metylo-pod-stawione kwasy (kwas pristanowy, ang. prystanic acid), kwasy dwukarboksylowe, prekursory kwasów żółcio-wych (kwas trihydroksycholowy, THCA, ang. trihydrok-sycholestanoic acid i dihydroksycholowy, DHCA, ang. di-hydroksycholestanoic acid). Szlak ten jest wykorzystywany w procesie degradacji leukotrienów oraz stanowi ostatni etap syntezy kwasu dokozaheksaenowego, DHA (ang. docosahexaenoic acid). Drugim procesem utleniania zloka-lizowanym w peroksysomach jest α-oksydacja, podczas której zachodzi degradacja kwasu fitanowego. Pozostałe unikatowe procesy peroksysomalne to biosynteza etero-fosfolipidów, racemizacja kwasu pristanowego i prekur-sorów kwasów żółciowych DHCA/THCA, detoksyfika-
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				Rycina 1. Schemat modelu importu białek błonowych i białek macierzy w peroksysomie. Objaśnienia w tekście.
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				cja glioksalanu oraz nadtlenku wodoru. Procesy te szcze-gółowo były opisywane we wcześniejszych opracowa-niach [23,24].Analiza powyższych szlaków biochemicz-nych uwidacznia liczne związki między peroksysomami a innymi kompartmentami komórki. Chociaż wcześniej uważano, że peroksysomy spełniają autonomicznie swoje funkcje metaboliczne, głównie mając na uwadze produk-cję i inaktywację nadtlenku wodoru i reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive oxigen species) to obecnie odkry-wając coraz więcej ich właściwości wiemy, że wypełnia-jąc swoje zadania biochemiczne muszą one integralnie współdziałać z innymi organellami komórkowymi. Syn-teza czy rozpad wielu skomplikowanych związków che-micznych przebiega wieloetapowo, a pojedyncze etapy są umiejscowione w różnych organellach subkomórkowych [24]. Peroksysomy współpracują z mitochondrium w de-gradacji kwasów tłuszczowych, detoksykacji glioksala-nu, a z ER w procesie syntezy eterofosfolipidów, kwasów żółciowych. W lizosomach natomiast następuje uwalnia-nie kwasów tłuszczowych z rozbudowanych związków lipidowych, które następnie ulegają oksydacji w peroksy-somach. Z kolei pewne białka jak np. czynniki podziału DLP1 i Mff są aktywne zarówno w mitochondriach jak i peroksysomach. Podobnie wykazano podwójną lokali-zację (mitochondrium/peroksysom) dla niektórych en-zymów [24,25]. Drogi komunikacyjne między poszcze-gólnymi organellami są niezbędne do optymalizacji ich funkcji metabolicznych. Ostatnie dane wykazują, że dla przeprowadzenia pewnych procesów konieczne jest spo-jenie peroksysomu z ER. Białka błonowe związane z ER 

			

		

		
			
				(VAPA i VAPB) łączą się z peroksysomalnym białkiem błonowym ACBD5 unieruchamiając peroksysom two-rzą miejsce kontaktu błon (MCS, ang. membrane contact site), w którym błony organelli zbliżają się, ale nie ule-gają fuzji. W miejscach tych zachodzi wymiana jonów i lipidów. Interakcja ta wymagana jest dla procesu wzro-stu organelli i utrzymania homeostazy lipidowej [26,27]. Podobne miejsca kontaktu błon obserwowano w układzie mitochondrium – peroksysom. Wymiana cząsteczek po-między peroksysomami a innymi organellami może za-chodzić z udziałem różnych mechanizmów, które pozo-stają w fazie badań. Sugeruje się, że jednym z nich jest transport pęcherzykowy [28].

				Choroby peroksysomalne

				Zaburzenie struktury peroksysomu na poziomie bio-genezy lub defektu pojedynczego enzymu stanowi pod-łoże patogenetyczne chorób peroksysomalnych. Choroby peroskysomalne obejmują dwie grupy, choroby będące skutkiem zaburzenia biogenezy peroksysomu (PBD, ang. peroxisomal biogenesis disorders) oraz deficyt pojedyncze-go białka peroksysomalnego (SED, ang. single enzyme de-ficiencies) (Tab. 1). PBD spowodowane są mutacją w co najmniej jednym z 14 genów PEX, najliczniej mutacje wy-stępują w genach PEX1 – 60%, PEX6 – 16% i PEX12 – 7%. Pierwszą chorobą peroksysomalną opisaną przez Zellwe-gera był letalny zespół mózgowo-wątrobowo-nerkowy, obecnie określany jako klasyczny zespół Zellwegera (ZS, ang. Zellweger Syndrom). Choroby zaburzenia biogenezy 

			

		

		
			
				Tabela 1. Choroby peroksysomalne.

				
					Grupa

				

				
					Nazwa grupy

				

				
					Lokalizacja defektu

				

				
					 Nazwa choroby

				

				
					1.

				

				
					choroby zaburzenia biogenezy peroksysomu

				

				
					biogeneza peroksysomów

					defekt morfogenezy

				

				
					Spektrum Zespółu Zellwegera

					Chondrodystrofia Rizomeliczna (RCDP typ I)

					Chondrodystrofia Rizomeliczna (RCDP typ V)

					Deficyt DLP1; PEX11β

				

				
					2.

				

				
					deficyt pojedynczego enzymu/białka transportowego

				

				
					β-oksydacja kwasów tłuszczowych

					α- oksydacja kwasów tłuszczowych

					biosynteza eterofosfolipidu

					metabolizm kwasów żółciowych

					metabolizm nadtlenku wodoru

					detoksyfikacja glioksylanu

				

				
					Adrenoleukodystrofia sprzężona z chromosomem X

					Deficyt oksydazy acylo CoA 1

					Deficyt białka dwufunkcyjnego, DBP

					Deficyt białka X nośnika grupy sterolowej

					Deficyt racemazy 2-metyloacylo-CoA

					Deficyt ABCD5

					Deficyt hydroksylazy fitanoylo-CoA (choroba Refsuma)

					Deficyt acyltransferazy dihydroksyacetono- fosforanowej (RCDP typ II)

					Deficyt syntazy alkylodihydroksyacetonofosforanowej (RCDP typ III)

					Deficyt reduktazy AcyloCoA (FAR1, RCDP typ IV)

					Deficyt oksydazy acylo CoA 2

					Deficyt ABCD3

					Deficyt katalazy (akatalazemia)

					Deficyt aminotransferazy alaninoglioksalanu (hyperoksaluria typu I)

				

				
					3

				

				
					Inne choroby metaboliczne z równolegle występującym defektem peroksysomalnym

				

				
					Zespół ciągłego genu

					Letalny defekt mitochondrialno- peroksysomalny
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				peroksysomu klasyfikowane są w dwóch podgrupach: choroby spektrum zespołu Zellwegera (ZSDs, ang. Zell-weger spectrum disorders) i chondrodystrofia rizomeliczna (RCDP, ang. rhizomelic chondrodysplasia punctata) typu I. Objawy kliniczne występujące u chorych to dysmor-fia twarzowoczaszkowa, nieprawidłowości w budowie szkieletu, hepatomegalia, dysfunkcja wątroby, uszkodze-nie oczu i słuchu, niewydolność kory nadnerczy, wro-dzone wady serca, uszkodzenie nerek. Większość proce-sów metabolicznych przebiegających w peroksysomach dotyczy związków lipidowych, niezbędnych w procesie tworzenia i funkcjonowania układu nerwowego stąd większości chorób towarzyszą objawy neurologiczne, w tym encefalopatia, dysmielinizacja, hipotonia mięśniowa, neuropatia, napady padaczkowe oraz opóźnienie rozwo-ju psychoruchowego [3,29].

				W przeważającej większości chorzy z PBD prezentują klasyczny ZS. Obecnie, dzięki większej wiedzy klinicy-stów jak i łatwiejszemu dostępowi do wysokospecjali-stycznych technik diagnostycznych pojawiły się opisy pa-cjentów późno objawowych z ZSDs. Szczególnie pacjenci z postacią młodzieńczą lub występującą u dorosłych są trudni do zdiagnozowania. W tej grupie występuje duża heterogenność symptomów, chorzy mogą mieć dysmor-fię lub nie, a opóźnienie rozwoju może ujawnić się w róż-nym stopniu lub być niezauważalnym [30].

				Chondrodystrofia rizomeliczna występuje z często-tliwością 1:100 000. Większość pacjentów ma defekt w PEX7 (RCDP1), pozostałe postaci choroby związane są z uszkodzeniem enzymów uczestniczących w syntezie pla-zmalogenu (GNPAT, AGPS, FAR1) [31]. Obraz klinicz-ny RCDP typu 1-3 jest na ogół ciężki, charakteryzuje się anomalią szkieletu, uszkodzeniem wzroku, opóźnieniem psychoruchowym. Najcięższą postać prezentują pacjenci z niewielkim lub zerowym poziomem plazmalogenu, u których obserwowano zmiany w mielinie i atrofię móżdż-ku. Opisywano również pacjentów o łagodnej postaci z obniżonym poziomem plazmalogenu [32].

				Najczęściej występującą chorobą peroksysomalną jest adrenoleukodystrofia sprzężona z chromosomem X (X--ALD, ang. X-linked adrenolekodystrophy) z częstością wy-stępowania 1:17 000 [33]. Jest to postępująca choroba neu-rodegeneracyjna, spowodowana defektem genu kodują-cego błonowe białko transportowe ABCD1 dostarczające VLCFA do peroksysomu. Uszkodzenie procesu peroksy-somalnej β-oksydacji na etapie transportu powoduje ku-mulację VLCFA w tkankach i płynach ustrojowych. Choro-ba występuje w kilku fenotypach klasyfikowanych zależ-nie od wieku zachorowania, symptomatologii i szybkości progresji. Dwa najczęstsze fenotypy to najcięższa letalna postać mózgowa dziecięca (ccALD, ang. childhood cerebral ALD) z objawami pojawiającymi się we wczesnym okresie dzieciństwa (4-8 roku życia) i najłagodniejsza adrenomie-loneuropatia (AMN) w której demonstracja objawów wy-stępuje głównie w 3-ciej i 4- tej dekadzie życia i obejmuje obwodowy układ nerwowy. W prowadzonych badaniach molekularnych nie wykazano korelacji genotyp-fenotyp [34,35].

			

		

		
			
				Drugim najczęściej występującym zaburzeniem perok-sysomalnej β-oksydacji jest niedobór białka dwufunkcyj-nego (DBP, ang. D-bifunctional protein deficiency), który w formie klinicznej przypomina ZS z dysmorfią twarzowo--czaszkową, migracją neuronów oraz krótkim okresem przeżycia. Białko DBP, określane również jako białko MFP2 (ang. multifunctional protein-2), wykazuje dwie aktywności katalityczne jako hydrataza 2-enoilo-CoA i dehydrogena-za (3R)-hydroksyacyl-CoA, co warunkuje trzy różne typy funkcji niedoboru DBP, przy czym najcięższym jest deficyt obu aktywności enzymu. Ostatnio opisano jednak postaci choroby charakteryzujące się bardzo łagodnym przebie-giem, co rozszerza perspektywę klinicznych manifestacji niedoboru DBP [29,36].

				Choroby peroksysomalne należą do grupy chorób rzadkich. W oparciu o analizę wyników z badań diagno-stycznych chorób peroksysomalnych prowadzonych w IPCZD dla obszaru całego kraju, oszacowano częstość występowania chorób peroksysomalnych w populacji polskiej. I tak zaburzenia biogenezy peroksysomu wy-stępują w liczbie 0,20 przypadków na 100 000 urodzeń. Natomiast częstość występowania X-ALD/AMN w Pol-sce wynosi 2,9 przypadków na 100 000 żywo urodzonych chłopców. Dane te pokrywają się z danymi z innych świa-towych ośrodków medycznych [34].

				NOWOODKRYTE CHOROBY PEROKSYSOMALNE

				Niedobór oksydazy acylo-CoA 2

				Oksydaza acylo-CoA 2 jest jedną z dwóch różnych oksydaz acyloCoA związanych ze szlakiem peroksyso-malnej β-oksydacji. W 2016 roku opisano dwóch pacjen-tów, u których stwierdzono deficyt oksydazy acylo-CoA 2. Chorzy wykazywali zaburzenia hepatologiczne, atak-sję i upośledzenie funkcji poznawczych. Analizy bioche-miczne wykazywały podwyższone poziomy transaminaz i wysokie stężenie kwasów żółciowych [37]. Oksydaza acylo-CoA 2 została zidentyfikowana w peroksysomach wątroby, uczestniczy ona specyficznie w reakcjach de-gradacji kwasów tłuszczowych o rozgałęzionych łańcu-chach, w tym kwasu pristanowego i prekursorów kwa-sów żółciowych (THCA, DHCA).

				Niedobór białka ABCD3

				Białko ABCD3, znane również jako PMP70, jest bło-nowym białkiem transportowym należącym do rodziny białkowych transporterów błonowych ABC z kasetą wią-żącą ATP zaangażowanym w transport substratów biał-kowych do wnętrza peroksysomu. Opisano pacjenta z he-patosplenomegalią, znaczną niewydolnością wątroby, u którego analiza biochemiczna wykazała kumulację kwa-sów di- i tri-hydroksycholestanowych. Przeprowadzona analiza molekularna wykazała defekt w genie kodującym ABCD3 [38].

				Niedobór białka ACBD5

				ACBD5 to perosysomalne białko błonowe z N-końco-wą domeną wiążącą skierowaną do cytosolu. Wcześniej-
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				sze analizy proteomiczne ustaliły jego lokalizację w pe-roksysomach wątroby szczura i człowieka. W ostatnim okresie opisano niedobór tego białka u jednego pacjenta z postępującą leukodystrofią, rozszczepieniem podniebie-nia, ataksją i dystrofią nerek. Z parametrów biochemicz-nych wykazano jedynie podwyższone poziomy VLCFA. Rola jaką spełnia w metabolizmie komórkowym ACBD5 nie jest do końca wyjaśniona, wiadomo, że działa ono jako receptor wiążący dla VLCFA-CoA, i wstępuje w in-terakcje z VAPB, białkiem związanym z ER uczestnicząc w powstawaniu miejsc kontaktu błon ER – peroksysom [39,40].

				Diagnostyka CHoRÓB PEROKSYSOMALNYCH

				Tak naprawdę historia chorób peroksysomalnych za-częła się w 1973 roku, gdy Goldfisher wykazał morfolo-gicznie brak peroksysomów w hepatocytach i komórkach kanalików nerkowych u pacjentów z ZS. Następnie w latach 80. zostały opublikowane dwie kluczowe prace, które wykazały podwyższone poziomy VLCFA i deficyt plazmalogenu u pacjentów z ZS. Te trzy odkrycia stano-wiły podstawę do dalszych szczegółowych badań funkcji tych organelli w metabolizmie komórki i jednocześnie pozwoliły ukierunkować diagnostykę chorób peroksyso-malnych na poziomie biochemicznym [41-43].

				Diagnostyka chorób peroksysomalnych prowadzona jest na bazie detekcji związków zidentyfikowanych jako markery biochemiczne (Tab. 2). Głównym markerem bio-chemicznym dla tej grupy chorób rzadkich są bardzo dłu-gołańcuchowe kwasy tłuszczowe. VLCFA (> C22:0, C24:0, C26:0) są kwasami ulegającymi degradacji wyłącznie w systemie peroksysomalnej β-oksydacji. Uszkodzenie tego 

			

		

		
			
				procesu prowadzi do nagromadzenia VLCFA w tkankach i płynach ustrojowych. Identyfikacja podwyższonych po-ziomów VLCFA, jako C24:0/C22:0, C26:0/C22:0 w suro-wicy metodą analizy instrumentalnej wskazuje na zabu-rzenie procesu peroksysomalnej β-oksydacji [24]. Detek-cja podwyższonych poziomów VLCFA w surowicy lub plazmie jest podstawowym kryterium diagnostycznym w diagnostyce zaburzeń biogenezy peroksysomu (zespół Zellwegera), niedoboru pojedynczego enzymu czy białka transportowego. Podstawa wiarygodnej diagnostyki bio-chemicznej to dobrze opracowane wartości przedziałów referencyjnych [34]. Znajomość czynników klinicznych, żywieniowych i terapeutycznych wpływających na la-bilność określonego biomarkera chemicznego zwiększa jego wiarygodność diagnostyczną. Bardzo częstym obja-wem klinicznym obserwowanym u pacjentów z chorobą peroksysomalną jest padaczka. W przypadkach postaci lekoopornej często stosowana jest dieta ketogenna. Wy-kazano, że dieta ketogenna nie zaburza wartości diagno-stycznej parametrów VLCFA [44]. Drugim znamiennym kryterium klinicznym w grupie pacjentów z zaburzeniem działania pojedynczego enzymu lub biogenezy peroksy-somu są zaburzenia funkcji wątroby. Analiza poziomów VLCFA u chorych z niewydolnością wątroby o podłożu innym, niż choroba peroksysomalna, wykazała podwyż-szenie wartości oznaczanych parametrów co wskazuje, że zaburzenie funkcji wątroby o innej etiologii niż defekt peroksysomu może generować wyniki fałszywie dodat-nie [44].

				Bazując na wartościach poziomów VLCFA w grupie hemi- i heterozygot X-ALD/AMN oraz w grupie kontro-lnej wykazano, że optymalne różnicowanie diagnostycz-ne w diagnostyce chorób peroksysomalnych uzyskujemy 

			

		

		
			
				Tabela 2. Markery biochemiczne w diagnostyce chorób peroksysomalnych.
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				ZSD – Spektrum Zespółu Zellwegera; RCDP I – chondrodystrofia rizomeliczna typ I; X-ALD – adrenoleukodystrofia; ACOX1 – deficyt oksydazy acylo CoA; DBP – deficyt białka dwufunkcyjnego; SCPx – deficyt białka X nośnika grupy sterolowej; AMACR – deficyt racemazy 2-metyloacylo-CoA; RCDP II – deficyt acylotransferazy dihydroksyacetonofosforanowej; RCDP III – deficyt syntazy alkilodihydroksyacetonofosforanowej; VLCFA – bardzo długołańcuchowe kwasy tłuszczowe; DHCA/THCA – metabolity kwasów żółciowych; N – poziomy normalne; ↑ – poziomy podwyższone; ↓ – poziomy obniżone; Tab. wg Stradomska TJ [23] zmodyfikowana.
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				analizując 5 parametrów VLCFA (C24:0/C22:0, C26:0/C22:0, C22:0, C24:0, C26:0) [45].

				Diagnostyka chorób peroksysomalnych prowadzona w IPCZD pozwoliła na opracowanie wartości przedzia-łów referencyjnych poziomów VLCFA dla chorób zabu-rzenia biogenezy peroksysomu, defektu pojedynczego enzymu peroksysomalnego oraz hemi- i heterozygot ad-renoleukodystrofii sprzężonej z chromosomem X w po-pulacji polskiej [34]. Analiza VLCFA może być stosowana w metodzie skrinningu rodzinnego w celu identyfikacji potencjalnych chorych w rodzinie. Została ona również użyta do oceny zdolności prokreacyjnych mężczyzn z adrenomieloneuropatią, późną postacią X-ALD. Badania wykazały, że wskaźnik oceny zaburzenia zdolności pro-kreacyjnych mężczyzn z AMN jest niewiele wyższy od wykazywanej niepłodności par w Polsce [46].

				Na obecnym etapie wiedzy szczegółowy mechanizm patogenezy chorób peroksysomalnych nie jest znany. Przyjmuje się, że VLCFA są głównym czynnikiem spraw-czym odpowiedzialnym za neurodegenerację układu nerwowego. Kumulacja VLCFA w organizmie powodu-je zmiany morfologiczne, głównie w błonie komórkowej oraz w strukturze mieliny. W badaniach in vitro wykaza-no toksyczny wpływ VLCFA na komórki nerwowe [47]. To jest zgodne z badaniami wykazującymi silną korelację (r2=0,822) poziomu kwasu cerotowego (C26:0) ze stop-niem ciężkości choroby w grupie chorych z zaburzeniem biogenezy peroksysomu [34].

				Drugim ważnym markerem stosowanym w diagnosty-ce chorób peroksysomalnych jest kwas fitanowy (PhA, ang. phytanic acid). PhA podlega degradacji w procesie peroksysomalnej α-oksydacji. Deficyt hydroksylazy fi-tanoiloCoA prowadzi do akumulacji PhA w tkance ner-wowej. Parametr ten jest głównym biomarkerem w dia-gnostyce choroby Refsuma. Związek pochodzi wyłącznie ze źródeł egzogennych i jako parametr biochemiczny jest zależny od stosowanej diety co powoduje, że jest marke-rem mało stabilnym.

				Peroksysomy są miejscem formowania wiązania ete-rowego w syntezie plazmalogenu, głównego czynnika lipidowego struktury błon cytoplazmatycznych i komó-rek tkanki nerwowej. W diagnostyce chorób peroksyso-malnych deficyt tego biomarkera stwierdzamy w ciężkich postaciach klinicznych ZSDs i RCDP.

				W ostatnim okresie opracowano oznaczanie C26:0 ly-sofosfatydylocholiny w suchej kropli krwi metodą tande-mowej spektrometrii mas (LC-MS/MS). Umożliwiło to wprowadzenie tej nowej procedury jako metody w bada-niu przesiewowym w kierunku X-ALD [48]. Dla potwier-dzenia diagnozy w przypadku wyników pozytywnych konieczne jest ilościowe oznaczenie poziomów VLCFA w surowicy.

				Coraz częściej jako pierwszy test w procesie diagno-stycznym u pacjentów z klinicznym podejrzeniem choro-by peroksysomalnej lub innych chorób z grupy wrodzo-nych wad metabolizmu wybierana jest analiza moleku-

			

		

		
			
				larna polegająca na sekwencjonowaniu całego eksomu, WES (ang. whole exome sequencing), sekwencjonowaniu całego genomu, WGS (ang. whole genome sequencing) czy sekwencjonowaniu nowej generacji NGS (ang. next--generation sequencing). Badania przeprowadzone przez Ghosh’a wykazują, że wprowadzenie NGS do algorytmu diagnostycznego dla chorób rzadkich poprawia dokład-ność i szybkość procesu diagnostycznego [49]. W wypad-ku otrzymania pozytywnych wyników z zasady należy przeprowadzić analizę biochemiczną w celu sprawdze-nia czy znalezione mutacje są przyczyną choroby [50].

				Leczenie

				Chociaż obecnie nie są znane skuteczne metody le-czenia chorób peroksysomalnych, to jednak podejmo-wane są próby leczenia czy też opóźnienia wystąpienia pierwszych objawów, jak w wypadku X-ALD. Działanie terapeutyczne prowadzi do normalizowania parametrów biochemicznych, w tym wyrównywania niewydolności kory nadnerczy. Postępowanie dietetyczne polega na eli-minacji metabolitów kumulowanych i uzupełnianiu de-ficytowych. Jednakże VLCFA jest głównie pochodzenia endogennego i sama dieta nie jest wystarczająca [51,52].

				CHOROBY PBD

				Prowadzenie pacjenta z chorobą z grupy PBD obej-muje regularne badania neurologiczne, badania słuchu, wzroku jak również monitorowanie czynności wątroby i nadnerczy. Próby leczenia skupiają się generalnie na interwencjach dietetycznych. Jednakże raporty dotyczą często pojedynczych pacjentów lub małej grupy chorych, a prezentowane wyniki są rozbieżne odnośnie korzyści klinicznych. Pacjent z klasyczną postacią ZS był prowa-dzony na mieszance zawierającej GTO (oleinian trójglice-rolu) z wykluczeniem VLCFA przez okres kilku miesięcy. Obserwowano obniżenie poziomu VLCFA o około 50%, pomimo tego chłopiec zmarł w wieku 12 miesięcy [53].

				Suplementacja DHA u pacjentów z PBD prowadzi do niejednoznacznych wyników i opisywane są rozbieżne skutki kliniczne. Pierwsze doniesienia, badań prowa-dzonych przez Martinez, były bardzo optymistyczne i sugerowały poprawę neurologiczną. Jednakże Paker w przeprowadzonych badaniach randominizowanych stwierdził, że co prawda podaż DHA podnosi jego po-ziom w plazmie, ale nie obserwujemy poprawy funkcji klinicznych [54,55].

				Ostatnie wyniki badań, w grupie pacjentów z ZSDs, u których zastosowano suplementację diety kwasem cholo-wym w celu zmniejszenia syntezy prekursorów kwasów żółciowych, potwierdzają obniżenie poziomów DHCA i THCA. Niestety, równocześnie wykazują, że metoda nie może być stosowana w grupie pacjentów z poważną dys-funkcją wątroby ze względu na silny efekt toksyczny, co ogranicza jej zastosowanie jedynie do łagodnych postaci ZSDs [56].

				Natomiast kwas fitanowy pochodzi wyłącznie ze źró-deł egzogennych, stąd zastosowanie diety eliminacyjnej 
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				powoduje normalizację poziomu tego biomarkera w su-rowicy i co najważniejsze koresponduje z poprawą funk-cji neurologicznych [57,58].

				ADRENOLEUKODYSTROFIA

				Olej Lorenzo”a (LO) czyli mieszanina estrów glicero-lu kwasu oleinowego i erukowego w połączeniu z die-tą ograniczającą spożycie tłuszczy normalizuje poziom VLCFA w surowicy, ale nie zatrzymuje progresji choro-by. Natomiast u pacjentów bezobjawowych zapobiega wystąpieniu formy mózgowej i opóźnia aktywację obja-wów [59]. Przeprowadzona analiza stężenia wzorca bio-markera podczas podaży LO wykazała, że wraz z obni-żeniem nasyconych bardzo długołańcuchowych kwasów tłuszczowych następuje podwyższenie poziomu kwasów nienasyconych VLCFA [30].

				Przeszczep szpiku (HSCT, ang. haematopoietic stem cell transplantation) jest stosowny jako metoda z wyboru u osób z mózgową formą X-ALD we wczesnym stadium choroby, z niewielkimi zmianami w obrazie MRI mózgu (< 8 pkt w skali Loes’a). Ostatnie opracowania wykazu-ją pozytywne wyniki (zatrzymanie procesu demielini-zacji) przy śmiertelności w granicach 5-20% [60,61]. W przypadku przyjęcia przeszczepu wykazano, że poziom VLCFA obniża się do poziomu odpowiedniego dla hete-rozygot X-ALD/AMN w czasie 8-12 miesięcy po trans-plantacji [34].

				Obiecujące wyniki uzyskano stosując terapię geno-wą. Transplantacje z autologicznym szpikiem kostnym transfekowanym in vitro genem ABCD1 przeprowadzono u dwóch pacjentów. Uzyskano w ten sposób stabilizację skorygowanej syntezy białka ABCDP w granulocytach po 16 miesiącach oraz cofnięcie demielinizacyjnych zmian zapalnych w mózgu. Obecnie procedura jest w fazie ba-dań klinicznych [62]. Doświadczenia wykazują, że VLC-FA jest labilnym, dynamicznym biomarkerem, którego monitorowanie pozwala na ocenę efektów stosowanej terapii zarówno podczas stosowanej terapii dietetycznej jak i HSCT [63].

				PODSUMOWANIE

				W ostatnich latach nastąpił znaczny postęp w zakre-sie poznania roli peroksysomów w rozwoju i zdrowiu człowieka. Łatwiejszy dostęp do wysokospecjalistycznej diagnostyki metabolicznej sprawia, że rozpoznajemy coraz więcej wrodzonych wad metabolicznych w tym, chorób peroksysomalnych, nawet o łagodnej postaci. Szybki postęp technologiczny przyspiesza diagnostykę i umożliwia identyfikację nowych biomarkerów, nowych chorób i nowych fenotypów. Stwarza to podstawy pozna-nia szczegółowej patogenezy chorób peroksysomalnych, co powinno przyczynić się do opracowania skutecznych metod leczenia, których obecnie brak.
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				ABSTRACT

				Peroxisomes are multifunctional microorganelles that play a key role in numerous biochemical processes adapting dynamically to the current physiological requirements of the cell. The disturbance of the peroxisome structure due to mutations in different PEX and non-PEX genes coding functional peroxisomal proteins is the pathogenic basis of the peroxisomal disorders. The β-oxidation process of very long-chain fatty acids (VLCFA) is a unique metabolic pathway located exclusively in the peroxisome. This determines that VLCFA is the main biomarker for the diagnosis of peroxisomal diseases. Peroxisomal disorders present a broad spectrum of clinical symptoms from the neonatal, severe Zell-weger syndrome with dysmorphia, multi-organ dysfunction to the late symptomatic adult form of X-linked adrenoleukodystrophy. Relatively common the use of highly specialized analytical techniques causes it is a still growing group of rare metabolic diseases.
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Choroby peroksysomalne

STRESZCZENIE

Peroksysomy to wielofunkeyjne organelle, ktére spelniaja kluczowa role w licznych pro-
cesach biochemicznych dostosowujac sie dynamicznie do aktualnych wymogéw fizjolo-
gicznych komérki. Zaburzenie struktury peroksysoméw na skutek mutacji 1 dysfunkeji
genéw PEX lub innych genéw kodujacych bialka biogenezy czy pojedyncze peroksy-
somalne bialka funkeyjne stanowi podioze patogenetyczne choréb peroksysomalnych.
Proces p-oksydacji bardzo dlugolaficuchowych kwaséw tluszezowych (VLCFA) jest uni-
kalnym szlakiem metabolicznym zlokalizowanym wylacznie w peroksysomie. To wa-
runkuje, ze VLCFA jest gléwnym biomarkerem w diagnostyce choréb peroksysomal-
nych. Choroby peroksysomalne prezentuja szerokie spektrum objawéw Llinicznych od
neonatalnego, cigzkiego Zespolu Zellwegera z dysmorfia, dysfunkcja wielonarzadowa
do péznoobjawowej adrenoleukodystrofii wystepujacej u doroslych, sprzezonej z chro-
mosomem X. Dzieki zastosowaniu wysokospecjalistycznych technik analityczaych jest
to stale powiekszajaca sie grupa rzadkich chor6b genetycznych.

WPROWADZENIE

Peroksysomy zostaly po raz pierwszy opisane w 1954r przez Rodin'a, ale
ich wlaciwosci biochemiczne zdefiniowal Christian de Duve w 1965 1, od-
Kkeywajac w nich enzymy generujace nadtlenek wodoru [1,2]. Peroksysomy,
jednoblonowe organelle sa obecne prawie we wszystkich komérkach euka-
riotycznych. Komorki ssakéw zawieraja setki peroksysoméw, przy czym naj-
liczniej wystepuja one w watrobie, nerkach i tkance nerwowej. Ich liczba,
morfologia i wielkosé sq regulowane w odpowiedzi na sygnaly srodowiska
i stopnien rozwoju organizmu. Ksztalt i rozmiar (® 0,2-1pm) jest zalezny od
rodzaju tkanki [3]. Oszacowano, ze czas poltrwania dla peroksysomu wynosi
w przyblizeniu okolo dwoch dni, co sugeruje, ze peroksysomalna biogeneza,
aktywnosé biochemiczna i degradacja sa procesami bardzo dynamicznymi
[4]. Poczatkowo nie doceniano ich znaczenia i sadzono, ze to malo znaczace
organelle, ewentualne prekursory mitochondrium lub lizosoméw. Badania
ostatnich lat wykazaly, ze peroksysomy to wielozadaniowe organelle, ktére
w roznych tkankach i organizmach spelniaja kluczowa role w licznych pro-
cesach biochemicznych w metabolizmie komérki.

BIOGENEZA I FUNKCJE PEROKSYSOMU

W okresie ostatnich trzech dekadach, nastapil ogromny postep w bada-
niach nad peroksysomami na poziomie biochemicznym i molekularnym.
Zidentytikowano okolo 30 genéw PEX kodujacych peroksyny, czynniki bial-
kowe niezbedne w procesie biogenezy peroksysomu. Badania prowadzone
przez Lazarowa i Fujiki [5], stworzyly podstawe opracowania modelu bioge-
nezy peroksysomu. Model ten zaklada autonomicznosé struktury, a proces
formowania obejmuje etapy wzrostu z preperoksysoméw i nastepnie podzia-
lu dojrzalego organellum. Wykazano, ze mRNA kodujace enzymy macierzy
peroksysomu oraz peroksysomalne bialka blonowe sa tworzone na wolnych
polirybosomach i importowane z cytosolu do peroksysomalnej blony lub
macierzy [5]. Zaleznie od spelnianych funkdji Klasyfikujemy 3 rodzaje pe-
roksyn, ktére uczestnicza odpowiednio w tworzeniu blony peroksysomalnej,
macierzy peroksysomu i jego morfogenezie. Bialka Pex3, Pex16 i Pex19
zostaly zidentyfikowane jako czynniki uczestniczace w ksztaltowaniu blony
peroksysomalnej u drozdzy. Dziesiec peroksyn Pexl, Pex2, Pex5, Pex6, Pex7,
Pex10, Pex12, Pex13, Pex14, Pex26 uczestniczy w mechanizmie translokacji
zsyntetyzowanych bialek macierzy do wnetrza organelli [6]. Pozostale pe-
roksyny biora udzial w morfogenezie peroksysomow. Sa to tizy izoformy
bialka rodziny Pex 11, a- - y-, oraz bialka DLP1 i Fis1, jak rowniez mitochon-
drialny czynnik podzialu (MEf, ang. mitochondrial fission factor) [7-9].
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Slowa Kluczowe: peroksysomy, choroby za-
burzenia biogenezy peroksysomu, deficyt
pojedynczego enzymu/bialka transportowe-
g0, zespdl Zellwegera, adrenoleukodystrofia,
VLCFA

Wykaz skr6téw: ccALD (ang. dhildhood cerebral
ALD) - dziecieca mézgowa posta¢ ALD; DBP
(ang. D-bifunctional profein)  biatko dwufunk-
cyjne; DHA (ang. docosahexaenoic acid) - kwas
dokozaheksaenowy; DPL-1 (ang. dynamin re-
lated protein) - bialko podobne do dynaminy;
ER (ang, endoplasmic reticulum) — siateczka
endoplazmatyczna; MCS (ang. membrane con-
tact site) - miejsce kontaktu bion; MEf (ang.
‘mitochondrial fission factor) - mitochondrialny
czynnik podziatu; MRI (ang. magnetic resonance
iminging) - rezonans magnetyczny; NGS (ang
‘next generation sequencing) - sekwencjonowanie
nastepnej generacji; LO (ang. Lorenzo o) - Olej
Lorenzo”a; PBD (ang. peroxisomal biogenesis
disorders) - choroby zaburzenia biogenezy pe-
roksysomu; PMP (ang. peroxisomal menbrane
protein) - peroksysomalne biatko blonowe; PTS
(ang. peroxisome targeting signal) - odcinki sy-
gnalowe bialek peroksysomalnych; ROS (ang.
Teactive oxygen species) - reaktywne formy tle-
nw; VLCFA (ang. very long chain fatty acids) -
bardzo dlugolaricuchowe kwasy thiszezowe;
WES (ang. whole-exome sequencing) - sekwen-
Gonowanie calego eksomu; X-ALD (ang. X-
linked adrenolekodystroply) - adrencleukody-
strofia sprzezona z chromosomem X; ZS (ang.
Zellweger Syndrome) - zespél Zellwegera; ZSDs
(ang. Zellweger spectrum disorders) — choroby
spektrum zespolu Zellwegera
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