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ANOTACE

Tato bakalatska prace se zabyva laboratorni diagnostikou porfyrii. Porfyrie jsou
zpusobeny poruchou biosyntetické drahy hemu. V prvni ¢asti bakalaiské prace jsou
popsany jednotlivé typy porfyrii a jejich projevy. Druha cast prace je zaméiena na
laboratorni diagnostiku. V zavéru je popsana molekularné-genetickd metoda pro

diagnostiku porfyrii.
KLICOVA SLOVA

Porfyrie, laboratorni diagnostika



ANNOTATION

This bachelor thesis deals with laboratory diagnostics of porphyria. The
porphyria are caused by a disorder of the heme biosynthetic pathway. In the firts part of
the bachelor thesis individual types of the porphyria and their manifestations are
described. The second part is focused on laboratory diagnostics. In conclusion
molecular-genetic method for porfyria diagnostics is described.

KEYWORDS

Porphyria, laboratory diagnostics
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SEZNAM ZKRATEK

ADP porfyrie z deficitu 5-aminolevulatdehydratazy (5-aminolevulic acid

dehydrathase porphyria)

AIP akutni intermitentni porfyrie (acute intermittent porphyria)

ALA kyselina 5-aminolevulova (5-aminolevulic acid)

ALAD kyselina 5-aminolevulatdehydrataza (5-amionolevulic acid
dehydrathasa)

ALAS kyselina 5-aminolevulovasyntaza (5-aminolevulic acid synthasa)

ALAS2 erytroidni specificka kyselina 5-aminolevulovasyntaza (erythroid-specific
5-aminolevulic acid synthasa)

CEP kongenitalni erytropoeticka porfyrie (congenital erythropoietic
porphyria)

CPO koproporfyrinogen oxidaza (coproporhyrinogen oxidasa)

dATP deoxyadenosintrifosfat (deoxyadenosine triphosphate)

dCTP deoxycytosintrifosfat (deoxycytidine triphosphate)

ddNTP didexyribonuklesidtrifosfat (dideoxyrinucleotides triphosphate)
dehydrathase porphyria)

dGTP deoxyguanosintrifosfat (deoxyguanosine triphosphate)

dNTP deoxyribonukleosidtrifosfat (deoxyribonucleotide triphosphate)

dTTP deoxythymidintrifosfat (deoxythymidine triphosphate)

EPP erytropoetickd protoporfyrie (erythropoietic protoporhyria)

FECH ferrochelataza (ferrochelatase)

HCP hereditalni koproporfyrie (hereditary coproporphyria)

HEP hepatoerytropoeticka porfyrie (hepatoerythropoietic porphyria)

HMBS hydroxymetylbilan syntdza (hydroxymethylbilan synthasa)

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie (high performance liquid
chromatography)

PAGE polyakrylamidova gelova elektroforéza (polyacrylamide gel
electrophoresis)

PBG porfobilinogen (porphobilinogen)

PBGD porfobilinogendeaminaza (porphobilinogen deaminase)

PCR polymeréazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)



PCT
PPOX
UROD
UROS
VP
XLDPP

porfyrie cutanea tarda (porphyria cutanea tarda)
protoporfyrinogenoxidaza (protoporphyrinogen oxidase)
uroporfyrinogendekarboxylaza (uroporphyrinogen decarboxylase)
uroporfyrinogen III syntdza (uroporphyrinogen III synthase)

porfyria variegata (variegata porphyria)

X-vazana dominantni protoporfyrie (X-linked dominant protoporphyria)
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Uvod
Cilem této prace je pfiblizit vzacnou dédi¢nou porfyrickou nemoc, kterd neni

pfili§ znama a popsat metody, které se vyuzivaji k jeji diagnostice.

V krvi je transportovan kyslik pomoci hemoglobinu, Ktery se sklada z bilkovinné
¢asti, globinu. Dale se sklada z nebilkovinné ¢asti, hemu, ktery je tvofeny molekulou
porfyrinu a atomem Zeleza. Syntéza hemu probihd v osmi krocich a je katalyzovéana
riznymi enzymy. Defekt prvniho enzymu, specifické kyseliny 5-aminolevulovésyntazy
(ALAS), vyvolava X-chromozomalné vazanou sideroblastickou anémii a poruchy
zbylych sedmi enzymt zpiisobuji specifické porfyrie. V disledku téchto defekt
dochdzi k nahromadéni porfyrini a jejich prekurzori, kterymi jsou jednodussi

slouceniny.

Porfyrie se rozdéluji podle toho, jaké ptiznaky vyvolavaji. Kazda porfyrie je
zpusobena defektem specifického enzymu. Porfyrie lze také rozdélit podle toho, kde
probihd maximalni akumulace porfyrint, tedy na porfyrie jaterni a erytropoetické.
Jednotlivé porfyrie 1ze rozeznat podle zvySené hladiny porfyrini v plazmé, moci

a stolici.

Porfyriny maji dvojné vazby v pyrrolovych jadrech, které jsou odpovédné za
jejich charakteristickou absorpci a fluorescenci. Absorpéni maximum je pii 400-408
nm, této vlastnosti se vyuziva pii spektrofotometrickém stanoveni celkového mnozstvi
porfyrini vmoci astolici. Porfyriny pii excitaci svétlem cervené fluoreskuji.
V laboratorni diagnostice se k identifikaci jednotlivych porfyrii, také stanovuje

enzymaticka aktivita, nebo stanoveni prekurzort porfyrinu v mo¢i nebo ve stolici.

V ¢asti molekularné-genetické diagnostiky tato prace popisuje metody, které se

vyuZzivaji pro identifikaci jednotlivych mutaci.
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1 Porfyrie

Porfyrie jsou dédicnd onemocnéni zpisobend metabolickymi poruchami
biosyntézy hemu. Jednd se pfevdzné o vrozenou, vzacnéji vSak ziskanou poruchu
jednoho z osmi enzymu, které se Gcastni syntézy hemu. Kazda porfyrie je zpusobena
abnormalni funkci samostatného enzymatického kroku, coz ma za nasledek specifickou
akumulaci prekurzor hemu. Dochazi tak k zvySené produkci a hromadéni porfyrinti.
Pro kazdou porfyrii je charakteristick¢é typické spektrum akumulovanych
a vyluéovanych porfyrini a jejich prekurzort, Kyseliny 5-aminolevulové (ALA)
a porfobilinogenu (PBG). [1]

Porfyrie mizeme délit do dvou hlavnich skupin podle tkani, ve kterych probiha
maximalni akumulace porfyrinti a prekurzori. Muzeme je d¢lit na porfyrie jaterni
a porfyrie erytropoetické. Vyuziva se také déleni na akutni neboli indukovatelné

porfyrie a chronické porfyrie. [2]

1.1 Porfyriny

Porfyriny jsou cyklické tetrapyrroly, ve kterych jsou spojeny cCtyfi pyrrolové
kruhy methinovymi mustky (obr. 1). Porfyriny jsou vysoce stabilni slouceniny, které
siln¢ absorbuji svétlo kolem vlnové délky 400 nm. Jsou také siln¢ fluorescenéni
a vyzafuji intenzivni Cervené svétlo, kdyZ jsou excitovany svétlem vinové délky 400
nm. V oblasti Soretova pasu, jedna se o oblast s vinovou délkou 390-450 nm, lezi
stupném rezonance systému konjugovanych dvojnych vazeb. Tyto optické vlastnosti
usnadiuji detekci porfyrint, dokonce i pii velmi nizkych koncentracich. Porfyriny
vykazuji v kyselém prostiedi dva silné emisni pruhy o vlnové délce 600-610 nm
a 640-660 nm. Této vlastnosti se vyuziva pii spektrofluorometrickych metodéach k velmi

citlivé detekci porfyrind. [3]

15



Obrazek 1: Chemicka struktura porfyrinu [4]

1.1.1 Hem

Hem je molekula nezbytnd k aerobnimu zivotu na Zemi. Je to zékladni
kofaktor pro nescetné mnozstvi hemoproteinti, jako jsou hemoglobin, myoglobin,

cytochromy P-450. [5]

Sklada se z makrocyklu protoporfyrinu IX s centralné zabudovanym iontem
seleza Fe?* (obr. 2). Hem se vyuziva v celé¢ tadé¢ bunécnych procest, jako jsou
detoxikace lécCiv, fizeni reaktivnich forem kysliku, a také regulace transkripce

a translace pro ruzné geny. [6]

CH
HCZ  ° CH;

H;C C]‘\E
CHa»
H;C CHj;
H.C CHa

g

HOOC COOH
Obrazek 2: Struktura hemu [7]
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1.1.2 Biosyntéza hemu

V lidském téle probiha biosyntéza ve vSech bunkéch, nejvyraznéji se projevuje
Vv erytroidnich bunkédch kostni dfené kde se vyuzivad k tvorbé hemoglobinu a také

V jaternich bunkach, je vyuzivan k vytvoifeni cytochromii P450. [8]

Syntéza hemu (obr. 3) zadina v mitochondriich konjugaci sukcinyl-CoA
s glycinem za vzniku kyseliny 5-aminolevulové (ALA). Tento d¢j je katalyzovan
enzymem ALAS, ktery reguluje rychlost celé syntézy hemu a nachazi se
vV mitochondrialni matrix. Poté ALA ptechdzi z mitochondrii do cytoplazmy. U ALAS
jsou znamy dvé izoformy, ALASI je pfitomna ve vSech buiikdch a ALAS?2 je specificka
pro erytroidni buiiky. Nasledné dochazi k vzniku PBG a to diky kondenzaci a nasledné
dehydrataci dvou molekul ALA. Reakce je Kkatalyzovana enzymem
5-aminolevulatdehydratazou (ALAD). Poté dochazi ke vzniku linearniho tetrapyrrolu
hydroxymetylbilanu, tato reakce je katalyzovana hydroxymethylbilansyntdzou, zndmou
také jako porfobilinogendeaminaza (PBGD). Podstatou reakce je postupna kondenzace
¢tyt PBG, nasledné se deaminaci odstépi jejich aminoskupiny a dochazi k uvolnéni ¢tyf
molekul amoniaku. V dal§im kroku syntézy hemu probiha cyklizace linearniho
hydroxymetylbilanu pomoci uroporfyrinogen III syntazy (UROS) za tvorby velké
makrocyklické struktury zvané uroporfyrinogen III. Nasledné dochazi k postupné
dekarboxylaci uroporfyrinogenu Il na koproporfyrinogen Ill. Tato reakce je
katalyzovana enzymem uroporfyrinogendekarboxyldzou (UROD), ktery katalyzuje Ctyfi
nasledujici dekarboxylace karboxymetylovych skupin na postrannich fetézcich. Tento
enzym také katalyzuje preménu uroporfyrinogenu I na koproporfyrinogen 1. Vznikly
koproporfyrinogen III se vraci zpé€t do mitochondrii, a to z divodu, ze vSechny
nasledujici reakce jsou katalyzovany enzymy, které se nachazi uvnitf nebo na
mitochondridlni membrané. V mitochondriich probihad pfeména koproporfyrinogenu I1I
na protoporfyrinogen IX, celd reakce je katalyzovdna enzymem koproporfyrinogenem
oxidazou (CPO), ktery se nachazi v mezimembranovém prostoru mitochondrii.
V nasledném kroku dochazi k oxidaci protoporfyrinogenu 1X na protoporfyrin IX.
Reakce je katalyzovdna enzymem protoporfyrinogenoxidazou (PPOX). V poslednim
stupni syntézy hemu dochdzi k navazani F ¢?* do protoporfyrinu IX plisobenim enzymu

ferrochelatazy (FECH) a nasledného vzniku hemu. [6,7,8,5]
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Glycin Succinyl CoA

Enzvmv Porfyrie

— = ALA syntaza

ALA
AT A dehvdratiza l Porfyrie s defelctem ALAD
_ PEG
PBG de 2z l Akutni intermitentni porfyrie
Uroporfyrinogen I
Uroporfyninogen IIl syntaza l Kongenitilni ervtropoeticka porfyrie
C—) Uroporfyrinogen I
Uroporfyrinogen dekarboxylaza l Porfyrie cutanea tarda
Koproporfyrinogen
Koproporfytinogen oxidiza l Hereditirni koproporfyrie
Protoporfyrinogen
! i Porfyrie variegata
Protoporfynnogen oxdaza - l
Protoporfyrin
Ferrochelataza l Protoporfyrie
Hem

Obrazek 3: Biosynteticka draha hemu [12]

1.2  Akutni porfyrie

Vzdy se jedna o porfyrie jaterni, tedy hlavnim mistem pro akumulaci porfyrinii
a jejich prekurzori se stavaji jatra. Jsou znamé Ctyti druhy akutnich jaternich porfyrii,
jednd se o akutni intermitentni porfyrii (AIP), porfyrii variegata (VP), hereditarni
koproporfyrii (HCP) a porfyrii s poruchou ALAD (ADP). Oznaceni jako ,,akutni* se
vyuzivé z ditvodu zZivota ohrozujicimi projevy a neidikovatelnou dobou trvanim nemoci.
Vsechny akutni porfyrie vyvolavaji podobné neurovisceralni projevy, bez ohledu na

rozdilné enzymatické defekty.[2]

121 Akutni intermitentni porfyrie

AIP, znama4 také jako Svédska porfyrie nebo pyrroloporfyrie, je autozomalné
dominantni porfyrie vyplyvajici z50 % sniZeni aktivity PBGD, tfetim enzymem
biosyntézy hemu. Ve Skandinavskych zemich se AIP vyskytuje u 1:1500. Jedna se
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0 vzacné onemocnéni, které postihuje pirevdzné Zeny v reprodukénim obdobi. AvsSak
Umuzi se nemoc muze projevit kolem tficatého roku. Jednd se o nejbéznéjsi typ
porfyrie, kterd se projevuje riznymi visceralnimi, neurologickymi a psychiatrickymi
projevy, které mohou byt zaménovany s jinymi onemocnénimi. U tohoto typu se nikdy
nevyskytuji kozni projevy. A to z divodu, ze u AIP se akumuluji prekurzory porfyrint,
které jsou fotodynamicky neaktivni, nikoliv porfyriny. AIP je zplsobena deficitem
enzymu porfobilinogendeaminazy, ktery ma za néasledek akumulaci meziprodukti, ALA

a PBG, biosyntézy hemu v jatrech a jejich zvySenou exkreci do moéi. [2,13,14,15,16]

Klinicka exprese nemoci mize byt urychlena faktory, kterymi jsou hormony,
nutriéni zmény a také léky. Tyto faktory maji schopnost zvysit syntézu cytochromu

P-450 v jatrech. [17]

1.2.2 Porfyria variegata

Jedna se o onemocnéni autosomalné dominantné dédi¢né akutni jaterni porfyrie,
zpusobené PPOX, jedna se o predposledni enzym v syntéze hemu. Toto onemocnéni se
mize projevit bud neurologickymi projevy, kozni fotosenzitivitou, nebo se tyto
ptfiznaky mohou projevit zaroven. VP je velmi podobna AIP, pokud jde o klinické
projevy. Ve vétSin€ populaci je méné béznd nez AIP, avSak v Jizni Africe je VP

prevladajici. [17, 18]

Hlavnimi projevy jsou fotosenzitivita kiize, téZké zachvaty bolesti bficha,
neuropatie a vzacné také psychiatrické problémy. Symptomy se témé&f nevyskytuji ped
pubertou. Kozni symptomy jsou zpusobeny akumulaci PPOX v kuzi, projevuji se
kfehkosti kiize a tvorbou puchyiii na oblastech téla vystavenych slunecnimu zareni.
Kozni 1éze mohou byt snadno zaménény s porfyrie cutanea tarda (PCT).

Neurovisceralni symptomy jsou nerozeznatelné od AIP. [17, 19]

1.2.3 Hereditarni koproporfyrie

HCP je autozomalné dominantni jaterni porfyrie, zptisobend polovi¢ni aktivitou
mitochondridlniho enzymu koproporfyrinogenoxidazou (CPO), tedy Sestym enzymem
v syntéze hemu. HCP je charakterizovana velkym mnoZstvim koproporfyrinu v moci
a ve stolici, nartist mize byt 10x az 200x vétsi oproti normalnim hodnotam. V prabéhu

akutni ataky vysoce vzrostou hodnoty ALA a PBG v moci. [18, 20]
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HCP je nejméné Casta akutni porfyrie s autozomalné dominantni dédi¢nosti,
kterd postihuje prevazné zeny. Pravdépodobné to souvisi s tim, ze zeny jsou castéji
vystaveny rizikovym faktorim, kterymi jsou hormony, napf.: antikoncepce, 1écba
menopauzalnich pfiznakti. Mezi dalsi rizikové faktory se povazuji 1éky, zejména
barbituraty. Pacienti s HCP mohou prozivat akutni neurovisceralni ataky a pfilezitostné

se mohou objevit i kozni 1éze, které jsou podobné jako u PCT. [18, 21, 22]

1.24 Porfyrie s defektem ALA-dehydratazy

ADP je také nazyvana jako Dossova porfyrie, nebo také plumboporfyrie, je
velice vzacny typ porfyrie s autozomalné recesivni jaterni porucha v disledku deficitu
druhého enzymu, ALAD v syntéze hemu. Pocet nahlasenych ptipadd s ADP bylo
doposud pouze sedm. [23, 24]

ADP se vyznacuje zvySenym mnoZzstvim ALA a koproporfyrinu v moci. PBG je
mirné zvyseny, avSak protoporfyrin v erytrocytech je trojndsobné zvyseny. AvSak pro
spravné stanoveni ADP je dulezité vylouceni jinych pfi¢in deficitu ALAD a zvySenych
hodnot ALA, tyto ptfiznaky mohou byt také vyvolany otravou olovem, nebo tyrosinémii.
Tyto nemoci maji stejné piiznaky, které jsou bézné u akutnich porfyrii. K rozliSeni
otravy olovem se vyuziva stanoveni Urovné olova v krvi a také aktivita ALAD , ktera

se neobnovi po podani dithiotreitolu. [25]

1.3 Akutni porfyricky zachvat

vV

jaternim porfyriim spolecny. D&di¢na porucha u akutnich porfyrii zplsobuje sniZeni
syntézy porfyrini a hemu v jatrech a to zplsobi zvySeni aktivity enzymu ALAS, jehoz
ukolem je kompenzovat danou poruchu. Nedostatek hemu a aktivace ALAS
Vv pfitomnosti specifické enzymatické poruchy, maji za nasledek akumulaci porfyrint
a jejich prekurzort v jatrech, a tim se spusti kaskada projevil typickych pro porfyricky
zachvat. [26]

Akutni atace Casto predchazi kratSi faze, kterd je charakterizovana nespavosti,
uzkosti a neklidem. Akutni porfyricka ataka se muze projevit velkym mnozstvim
prevazné nespecifickych neurovisceralnich symptomd, véetne bolesti bficha, nevolnost,

zvraceni, tachykardie a svalové ochablosti. Hlavnim indikatorem porfyrického zachvatu
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je tmaveé zbarvena moc, ktera se vyskytuje témét bez vyjimky. V poloviné piipadl se
také vyskytuje elektrolytova nerovnovaha, hyponatrémie, ktera mize byt spoustécem
pro kieCe. Mén¢ Casté priznaky jsou kiece a svalova ochablost. Ochrnuti dychacich cest
miize vést az ke komatu a smrti. Umrtnost miize dosahnout az 5 %, pokud pacient neni
diagnostikovan vcéas. Ataky mohou byt urychleny i spoustécimi faktory jako jsou
alkohol, infekce, 1éky, ale také snizeny kaloricky piijem. Psychické symptomy jsou
ruzné a promenlivé, mohou zahrnovat nespavost, zmatenost, halucinace a emocionalni
poruchy. Mezi neurologické pfiznaky se zahrnuji neuropatie motorickych nervi. Akutni
porfyricky zachvat zpravidla netrva déle nez dva tydny, a navrat do normalniho stavu je

velice pomaly. [12, 27, 28]

1.4 Lécba

Pacienti Casto potiebuji vysoké davky opiatd v kombinaci s antiemetikem
a fenothiazinem, jako je chlorpromazin, pro uzkost a neklid a pro snizeni potieby
analgetik. K omezeni rizika tézké hyponatrémie, je nutné peclivé zvladnuti rovnovahy
tekutin s vyloucenim velkych objemt hypotonické dextrozy. Je tiecba zajistit
odpovidajici pfijem kalorii poddvanych perordlné¢ ve formé& potravinovych doplika

bohatych na sacharidy. [1]

VyuZivaji se predev§im dvé specifické terapie, glukéza a hematin. Glukozova
lécba vede ke snizeni vyluCovani prekurzori do moci, avSak tento princip této 1écby
neni zcela objasnén. Glukdza se vyuziva k udrZeni kalorii, protoze pfi snizeném piijmu
sacharidl se zhorsuje pribéh akutniho zachvatu. Lécebnd davka by méla byt v rozmezi
300-400 g/den a méla by se podavat pomalu intravenozné. Ke snizeni rizika vyvolani
hyponatremie se s glukézou podavaji i intravendzni tekutiny a kazdy den se méfi mira
elektrolytd. Pfi dostate¢ném podani glukézy, by se méla potlacit syntéza ALA. AvSak

mnoho pacientt je vuéi glukdzové 16Ebé rezistentni. [25]

Pti 1écbe akutniho porfyrického zachvatu se vyuziva hemin. Pfi intraven6znim
podéani dochézi k negativni zpétné vazbé ALAS, diky tomu dochézi ke snizeni hladin

prekurzord porfyrinu ALA a PBG. [29]
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1.5 Chronicka porfyrie

Chronické porfyrie se vyznacuji fotodermatitidou zplisobenou nedostatkem
URQOD, patého enzym v syntéze hemu. Chronické jaterni porfyrie zahrnuji, porfyrii

cutanea tarda, hepatoerytropoeticka porfyrie a kongenitalni erytropoeticka porfyrie. [30]

151 Porfyrie cutanea tarda

PCT je nejcastéjsi typ porfyrie na svété, a také se jedna o snadno Ié€itelny typ.
Piiblizné 60 % pacientll jsou muzi ve véku 40 let. PCT je zpusobena nedostatkem
UROD. V posledni dob¢ byly rozliseny dva druhy. Na PCT typu I, nazyvanou také
sporadickd, u kterého se enzymaticky nedostatek omezuje pouze na jatra a je témeét
nerozliSitelnd od druhé formy. U PCT II typu se jednd o autozomalné¢ dominantné

dédi¢né onemocnéni, v némz dochazi k poklesu enzymatické aktivity ve vSech tkanich.

[28,29]

Hlavnim symptomem PCT jsou kozni 1éze, které jsou zplsobeny interakci mezi
porfyrinem a viditelnym svétlem, k t€émto reakcim dochazi ve vyssi vrstvé kize (obr. 4).
Vzhledem ke své chemické struktutfe jsou porfyriny fotoreaktivni a absorbuji viditelné
svétlo o vinovych délkach 400-410 nm. Svétlo o téchto vinovych délkach mtize pronikat
hloubéji do kiize. Piiznaky se projevuji pfevazné na mistech vystavenych slunci, jako
jsou hibety rukou a oblic¢ej. Zahrnuji fotosenzitivitu, ktera se projevuje citlivosti kize
a tvorbou puchyii. Mlze se také objevit hypertrichoza, kterd se nejCastéji projevuje

U Zen, a to na spancich a tvarich. [30,31]
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Obrazek 4: PCT- puchyre na hibetu ruky [35]

1.5.2 Hepatoerytropoeticka porfyrie

Hepatoerytropoetickd porfyrie (HEP) je vzacnou autozomalné recesivni formou
koznich porfyrii. HEP je homozygotni forma familidrniho typu PCT. Tento typ porfyrie
je zpusoben sniZenou aktivitou UROD, stejnym enzymem, ktery zplsobuje PCT.

Onemocnéni je rozsifeno celosvétove a postihuje muze i zeny. [36]

Klinické projevy se obvykle vyvijeji v Gtlém détstvi, vétsinou jiz v prvnim roce,
a zahrnuji extrémni fotosenzitivitu, hypertrichozu, kiehkost kize v oblastech
vystavenych sluneénimu zafeni a rGzovou az Cervenou moci. V porovnani s PCT maji
kozni projevy u HEP rychlejsi ndstup a mizou vést ke stejnym deformacim jako

u kongenitalni erytropoetické porfyrii (CEP). [36]

1.5.3 Erytropoeticka protoporfyrie

Erytropoetickd protoporfyrie (EPP) je autosomdlné recesivni fotodermatoza,
ktera vyplyva znedostatku ferrochelatazy, posledniho enzym v syntéze hemu.
Nasledkem je akumulace protoporfyrinu v erytrocytech, ktery se uvoliiuje v plazmé,
jatrech a cévnim endotelu. Vystaveni sluneénimu zafeni znamend fotoaktivaci
akumulovaného protoporfyrinu, tato reakce vede k poskozeni tkané a k silné bolesti,
kterd se projevuje svédénim a palenim. Erytropoetickd protoporfyrie se projevuje jiz

v raném détském veku pii prvnim vystaveni slune¢nimu zateni. [32, 33]
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Tyto symptomy mohou mit proménlivou dobu trvani v zavislosti na intenzité
a dob¢ trvani vystaveni slunecnimu zafeni. Pokud byla expozice pfili§ dlouha, mize se
objevit erytém a edém spolu s petechiemi. PostiZzenymi oblastmi jsou nejcastéji hibety
rukou a oblicej (obr. 5). AvSak na kazdé vystavené cCasti téla se mohou objevit
fotosenzitivni reakce. Reakce mohou pretrvavat po dobu hodin az dni. Opakované
vystaveni mé za nasledek zménu vzhledu kiize. Tato zména se mtize projevit ztluSténim
ktze s voskovym vzhledem. DalSim charakteristickym rysem jsou linearni ryhy a jizvy
na rtech. Na rozdil od jinych forem koznich porfyrii se u EPP neobjevuji milie,

hypertrich6za nebo hyperpigmentace. [38, 39]

Dtlezitou prevenci koznich symptomu je ochrana pfed vystavenim slunecnimu
zateni a také B-karoten, ktery sniZzuje produkci volnych radikald, ¢imz klesne citlivost
ktize. Vzacné miize dojit 1 na transplantaci jater, z davodu vaznych komplikaci, které

Jsou spojeny s vyraznym zvySenim protoporfyrinu v jatrech. [17, 41]

Obrazek 5:EPP a) Akutni fotosenzitivni reakce a otok na obou rukou a zapésti. b) Jemné
zjizveni na nose. [12]

154 X-vazana dominantni protoporfyrie

X-vazana dominantni protoporfyrie (XLDPP) je zplsobena mutacemi zesileni
funkce ALAS2, erytroidni specificka izoforma prvniho enzymu syntézy hemu. Tento
typ porfyrie byl poprvé popsan v roce 2008. Klinicky fenotyp je nerozeznatelny od EPP.
Ve Velké Britanii a Francii predstavuje XLDPP 2 % z rodin EPP, a v USA je to vice
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nez 10 %. Od EPP se odliSuje vyssi koncentraci protoporfyrinu v erytrocytech, coz

zpusobuje zvySeny vyskyt onemocnéni jater.[2, 42, 43, 44]

Pacienti s XLDPP jsou velice citlivi na slune¢ni zafeni, stejné¢ jako u EPP
dochazi k svédéni a paleni ktize, které se popisuje jako slunecni koptivka, avSak
u tohoto typu jsou tyto projevy intenzivnéjsi. U 1écby se postupuje stejné€ jako u EPP,

pouzivanim ochranného obleceni a podavani 3-karotenu. [45, 42]

155 Giintherova choroba

Tretim typem chronické porfyrie je Giintherova choroba znama také jako
kongenitalni erytropoetickéd porfyrie (CEP). Jedna se o vzacnou autozomalné recesivné
dédi¢nou erytropoetickou porfyrii zptisobenou vyrazné snizenou aktivitou enzymu
UROS. Pacienti maji zvySenou hladinu uroporfyrinu | a koproporfyrinu |
v erytrocytech. Tyto prekurzory porfyrinu jsou ulozeny v mnoha tkanich, kostech a také
Vv zubech kde vytvaieji ¢ervené az hnédé zbarveni. Porfyriny jsou nejvice akumulovany

v kostni dieni, erytrocytech, plazmé, stolici a mo¢i, ktera ma pak ¢ervenou barvu.
[7,36, 37]

Zavaznost koznich probléma se lisi u kazdého pacienta s CEP, z divodu
rozliSného ptebytku porfyrinu. Fotosenzitivita kiize se nej€asteji projevuje jiz v prvnich
dnech Zivota. Fotosenzitivita u kongenitalni erytropoetické porfyrie je obvykle zavazna
a projevuje se popaleninami druhého az tretiho stupné, spole¢né s tvorbou puchyit
doprovazenymi viedy nebo infekci. V pritbéhu onemocnéni dochézi k zvysené kiehkosti
a zranitelnosti kize, také dochdzi k deformaci prstli, rukou a obliceje, zejména nosu,
tvari, usi, rtd a cela (obr. 6). Piilezitostn¢ se vSak stava, ze i kiize chranénd proti
slune¢nimu zatfeni také vykazuje zvySenou kiehkost a snizené hojeni ran. Nehty a prsty
mohou byt deformovany, ale pacient o n¢ mize ¢asteCné piijit. Tyto kozni 1éze jsou
srovnatelné, i kdyz v mensim méfitku, s PCT a HEP, ukazuji na uroporfyrin jako
patogenni fotosenzibilator indikujici, ze stupent kozniho poskozeni zavisi na porfyrinu

ve tkanich. [48]

K omezeni poskozeni kuize se mohou vyuzivat opalovaci krémy s 3-karotenem,
hlavn¢ zamezeni vystaveni klize slunci. DalS§i ochranné opatfeni, je vc€asna lécba
sekundarni bakterialni infekce, kterou lze podstatné snizit riziko zjizveni a deformace.

Pro lécbu bakteriémie se vyuzivaji intravenozni antibiotika. Pfi 1é¢bé CEP se také
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vyuzivaji krevni transfize, které mohou potlacdit erytropoézu a tim snizit produkci
porfyrint, a diky tomu se také snizi fotosenzitivita. Ke snizeni porfyrinu v kostni dfeni
se vyuziva hydroxyurea. Avsak u vSech vyse uvedenych se jedna o symptomatickou

1é¢bu. Za dlouhodobou 1é¢bu se povazuje transplantace kostni diené. [49, 50, 51]

Obrazek 6: CEP: Rozsdhlé zjizveni v obliceji s tézkou destrukci chrupavky nosu, ztrata
oboci a ras. Na pravém rameni hypertrychoza [11]
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2  Laboratorni diagnostika

Bez dikladného pochopeni biosyntézy hemu, spravné klasifikace porfyrii je
vybér vhodnych diagnostickych testli obzvlast obtizny. Nejjednodussi postup je rozdelit
klinické projevy porfyrii do dvou obecnych oblasti: kozni fotosenzitivitu a neurologické
poruchy. Neurologické poruchy nebyly jesté plné vysvétleny, ale jsou spojeny
s nadmérnym mnozstvim vyloucenych porfyrinovych prekurzorii. Porfyrické poruchy,
u kterych se vyskytuje pouze porfyrin v nadbytku, se vyznacuji kozni fotosenzitivitou.
Zatim co u porfyrii, které maji zvySenou produkci prekurzorti porfyrinu, jsou
charakteristické neurologické symptomy. A porfyrie, které maji zvySenou produkcei jak
porfyrintl, ale také prekurzort, jsou charakterizovany fotosenzitivou a neurologickymi
poruchami. Tyto tGvahy umoziuji vhodny vybér diagnostického testu.
U symptomatickych pacientl zavisi diagnéza na identifikaci specifickych vzorci
akumulace porfyrinovych prekurzori a porfyrini v moci, stolici a krvi, které

charakterizuji kazdy defekt enzymu. [52, 53]

Enzymové testy jsou technicky obtizné a vyzaduji tkan€, jako jsou kultivované
fibroblasty, lymfocyty nebo jaterni biopsie, a proto jsou vzacné pouzivany. Geneticka
analyza poskytuje pfesnou diagnoézu v nékterych porfyriich za predpokladu, Ze pacient
ma jednu z dfive popsanych mutaci. Tato technika je v soucasné dobé omezena na

nékolik vyzkumnych laboratofi. [54]

2.1 VySetrovaci algoritmus

Pti podezieni na chronickou porfyrii u pacienta s koZznimi pfiznaky se stanovuji
celkové porfyriny z moci, sbirané 24 hodin, a stolice. U pacientli, ktefi maji vyssi
hodnoty odpadu mocovych porfyrinu nad 200 pg/den, ¢i zvysenymi hodnotami obsahu
porfyrinii ve stolici nad 200 nmol/g v susiné se vySetfuje separace porfyrind, v moci

nebo ve stolici, pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). [27]

U pacientil s akutni atakou lze odebrat vzorek moci béhem akutniho zachvatu.
Diagnéza se miize potvrdit diky zvySené hladiné ALA a PBG, piipadné zvySenou
hodnotou celkovych porfyrini v moc¢i. Pii zvySenych hodnotich se také provadi
separace porfyrini metodou HPLC. K odliseni jednotlivych typt akutnich porfyrii se

vyuziva stanoveni emisniho maxima plazmatickych porfyrind. [27]
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U pacientil v remisi, jsou zpravidla hodnoty porfyrint a jejich prekurzorti v moci

normalni.

Avsak pfi podezieni je vhodné stanovit celkové porfyriny ve stolici.

V piipadé zvySeného mnozstvi se provadi separace porfyrinit HPLC metodou. [27]

Schéma vysetiovaciho algoritmu je zobrazeno v obr. 7.
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Prvnim krokem pii diagnostice porfyrii je stanoveni nadmérného mnozstvi ALA

v moci. Jedna se o marker akutni ataky porfyrii. Stanoveni ALA je taktéz diilezité pro

diagnostiku plumboporfyrie a otravu olovem. Referencni rozmezi pro ALA < 0,45

mg/dl. Ke stanoveni se vyuziva Cerstva ranni mo€. Principem rychlého stanoveni ALA

je pfimé reakce moci s barevnymi Cinidly. Vyuziva se zkumavkové metody, kterd je
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velmi pfesnd. Moc¢ se zahtiva s acetat-acetylacetonovym pufrem za vzniku pyrrolové
struktury, kterd pak reaguje s modifikovanym Ehrlichovym ¢inidlem za vzniku

fialovo-ruzového komplexu, ktery lze prométit spektrofotometricky pii 555 nm.

[27, 55]

2.2.2 Stanoveni porfobilinogenu

PBG je marker akutnich porfyrii a je citlivéjsi nez ALA. Referencni rozmezi pro
PBG v ranni moc¢i je < 0,25 mg/dl. PBG je mén¢ stabilni, zejména v kyselém roztoku se

rychle polymerizuje na uroporfyrin a hnédoc¢erveny pigment, porfobilin. [23,46]

Detekce a méfeni PBG je zalozeno na reakci s p-dimetylaminobenzaldehydem
(Ehrlichovo ¢inidlo) v kyselém prosttedi (HCI) za vzniku ¢ervené produktu, ktery Ize

proméfit spektrofotometricky pti 555 nm. [56]

Vzorky cerstvé moci, priblizné 25ml, jsou vhodnéjsi nez 24 hodinové odbeéry,
I kdyz je nepravdépodobné, Ze by se koncentrace vyrazné¢ zmeénily, aby se vytvorila
nespravnd diagndza. AvSak pH moci se musi udrzovat v neutralnich hodnotach ve tm¢
pti teploté 4 °C. Pro dlouhodobé skladovani se doporucuje teplota —20 °C a piipadné
upravit pH na hodnotu 7,0-7,5 pomoci hydrogenuhli¢itanu sodného. [56]

2.2.3 Celkové stanoveni porfyrini v moci a stolici

Stanoveni celkovych porfyrini v mo¢i je velice dilezité pro chronické a akutni
porfyrie. Pro toto stanoveni se vyuziva 10 ml moci, ktera se sbira po dobu 24 hodin.
Porfyriny jsou vysoce konjugované makrocykly s charakteristickym elektronovym
absorpcnim spektrem, které maji intenzivni absorpcni vrchol kolem 400 nm, Soretovo
pasmo. Acidifikace mo¢i zvySuje absorbanci, usnadiiuje preménu porfyrinogenu na
porfyriny a disociuje chelaty zinku a porfyrinu. Tudiz celkovy porfyrin lze detekovat
spektrofotometricky okyselenim moci. Porfyriny jsou citlivé na svétlo a teplo, proto je
tedy dilezité moc sbirat do nadoby, ktera je zabalena do alobalu a uchovavat v chladu.

[57]

Za fyziologickych podminek se ve stolici vyskytuje koproporfyrin, protoporfyrin
a vzacn¢ se také miize vyskytovat uroporfyrin. Celkovy obsah porfyrinli ve stolici muze
byt méfen piimou spektrofotometrii kyselého extraktu stolice, za ptedpokladu, ze

Cervené fluorescencni pigmenty odvozené z chlorofylu, které také absorbuji svétlo
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kolem 400 nm, jsou nejprve odstranény extrakci dietyletherem. Kvalitativni
screeningové metody, které jsou zavislé na postupech extrakce rozpoustédlem, jsou

nespolehlivé a nemély by se pouzivat. [57]

2.2.4 Stanoveni emisniho maxima plazmatickych porfyrini

Principem stanoveni emisniho maxima plazmatickych porfyrini je vyuziti
fluorescence porfyrinti. Porfyriny ¢ervené fluoreskuji po excitaci svétlem o vlnové délce
400 nm. Pro jednotlivé typy porfyrii je vlnova délka emitovaného svétla Castecné
odli$na. Pro stanoveni PCT, AIP, HK, CEP je vinovéa délka v rozmezi 619-620 nm.
Vlnova délka pro porfyrii variegata je 626-629 nm. EPP se stanovuje ve vinové délce

633-635 nm, toto rozmezi se da vyuzit i pro otravu olovem. [58]

2.2.5 Stanoveni zinek—protoporfyrinu a volného protoporfyrinu

Pti stanoveni zinek-protoporfyrinu a volného protoporfyrinu se vyuziva
fluorescenni emisni spektrum vrozmezi 550 a 650 nm. Emisni piky pro
zinek-protoporfyrin jsou 587 nm apro volny protoporfyrin 630 nm. Pro zachovani
chelatu zinku je dulezité pouzit neutrdlni Cinidlo pro extrakci. Vhodnym c¢inidlem je

etanol, ktery extrahuje porfyriny bez disociovani hemu z hemoglobinu. [57]

2.3 Specialni vySetifeni

2.3.1 Stanoveni aktivity enzymu kyseliny 5-aminolevolatdehydratazy

Princip metody stanoveni ALAD je zaloZen na inkubaci enzymu s piebytkem
ALA. Porfobilinogen, ktery vznikne se smicha s Erhlichovym c¢inidlem. Vzniklé
Cervené zbarveni se méfi fotometricky proti blanku. Mnozstvi produkovaného PBG je

méfenim aktivity ALAD. [59]

2.3.2 Stanoveni aktivity enzymu porfobilinogendeaminazy

Stanoveni aktivity enzymu PBGD v erytrocytech mize vést k identifikaci
pacientli s podezienim na AIP. PBGD katalyzuje polymeraci ¢tyf molekul PBG na
velice nestabilni hydroxymethylbilan, ktery je transformovan na uroporfyrinogen III
pomoci uroporfyrinogenu III syntazy. Za nepiitomnosti uroporfyrinogen III syntazy se

hydroxymethylbilan neenzymaticky cyklizuje na uroporfyrin I. Uroporfyrinogen | a Il
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jsou substraty pro uroporfyrinogendekarboxyldzu, jejim plsobenim se pfeméni na
kopropofyrinogen I a III pfes velké mnozstvi meziproduktt. Skutecnost, ze konverze
PBG na hydroxymethylbilan pomoci PBGD vede k n¢kolika reakénim produktiim, ¢ini
kvantifikaci PBGD aktivity obtiznou. Nicméné UPGS a UPGD mohou byt
inaktivovany. Za takovych podminek vznikne pouze jeden produkt uroporfyrinogenu I.
Uroporfyrinogen I mtze byt oxidovan na uroporfyrin I, ktery muze byt stanoven

spektrofotometrii, spektrofluorometrii nebo kombinaci HPLC a fluorometrie. [60]

Spotieba PBG a tvorba uroporfyrinu I jsou stechiometrické a aktivita PBGD
muze byt tedy stanovena kvantifikaci uroporfyrinu I za podminek, kdy je jedinym

produktem.[60]

2.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je nejrozsitenéjsi separacni technikou
vyuzivanou v klinickych 1 bioanalytickych laboratofich. Tato metoda slouzi
i k stanoveni velmi malych koncentraci. Tato metoda je zaloZzena na principu separace

stanovovanych latek na zaklad¢ rozdilné distribuce mezi mobilni a stacionarni fazi. [61]

Vzorek je pomoci davkovace vpraven na zacCatek kolony do mobilni faze.
Kolona je tvofena stacionarni fazi. Nej€astéji vyuZivanou stacionarni fazi je silikagel.
Mobilni faze odtékajici z kolony obsahujici eluat, rozdélené latky, je nasledné zavadéna
do detektoru. Detektor na zakladé fyzikalné-chemickych vlastnosti detekuje jednotlivé
latky. Tyto vlastnosti mohou byt zaloZzeny na méfeni optickych vlastnosti nebo na
elektrochemickych vlastnostech. Dulezitym pozadavkem na detektor jsou vysoka
citlivost detekce, vysoka rychlost odezvy a maly objem detekéni cely. Casto vyuziva
spektrofotometricky detektor, ktery méti rozdil absorpce UV/VIS mezi eludtem a Cistou

mobilni fazi. Chromatogram je zaznam z detektoru v zavislosti signalu na Case. [61]

24.1 HPLC frakcionace porfyrini v mo¢i a ve stolici

ZvySeni celkové koncentrace fekalniho porfyrinu vyzaduje dal§i zkoumani
frakcionaci, identifikaci a kvantifikaci jednotlivych porfyrint, za pouziti HPLC, ktera

odd¢luje izomery koproporfyrin I a I11. [57]

Principem tohoto stanoveni je okyseleni vzorku a esterifikace porfyrint,

neutralizace kyseliny sirové s naslednou extrakci do chloroformu. Tato smés esterd se
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nasledné¢ rozdéli pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s pouzitim

fluorometrické detekce. [58]

Tato analyza by se neméla pouzivat pro diagnostiku EPP. Koncentrace porfyrinu
jsou normalni nejméné u 40 % pacientll s touto nemoci a mohlo by dochazet k falesné
pozitivnim vysledkiim v disledku jinych pficin. Nejbéznéjsi pticinou zvysené
koncentrace porfyrinu ve stolici je zacpa, zejména pokud vysledky nejsou vyjadieny na
zéklad¢ suché hmotnosti a bakteridlni degradace zvySeného mnozstvi hemu ve stieveé na
protoporfyrin a ptibuzné dikarboxylové porfyriny. Ty mohou vyvolat vyrazné zvyseni,
avSak které lze odliSit od jinych pfi¢in nepfitomnosti dikazu o porfyrii z analyzy

erytrocyti, plazmy nebo moci. [57]

2.5 Jednotliva diagnostika

2.5.1 Diagnostika porfyrie s defektem kyseliny 5-aminolevulatdehydratazy
Biochemicka diagnéza ADP zahrnuje prokazéani vyrazné nedostatecné aktivity

erytrocytdrni ALAD. Mezi dal$i ukazatele ADP patii vyrazné zvySeni ALA v moci

a koproporfyrinu 11l a malé nebo zadné zvySeni PBG v mo¢i. Ackoli biochemicka

méfeni mohou siln€ naznacovat ADP, diagndza musi byt potvrzena geneticky. [45]

2.5.2 Diagnostika akutni intermitentni porfyrie

Hlavni metodou pro pritkkaz AIP je stanoveni aktivity PBGD v erytrocytech a to
z diivodu, ze u pacientti s AIP I a III typu je aktivita erytrocytarni PBGD polovicni.
Avsak pacienti II typu vykazuji normalni aktivitu PBGD v erytrocytech, ale maji
snizenou aktivitu PBGD v neerytropoetickych bunkach, jako jsou fibroblasty nebo
lymfocyty. Déle se také vyuzZivd stanoveni zvySené exkrece ALA a PBG v moci.
Vyuziva se i stanoveni porfyrini ve stolici pro spravné odliSeni AIP. Tato diferen¢ni
analyza je dllezitd pro latentni pacienty, kvuli prevenci akutnich atak, které mohou byt

zpusobeny vnéjs$imi vlivy. [62]

2.5.3 Diagnostika porfyrie variegata

Pfi akutnim zéchvatu jsou znacné zvySené hodnoty fekalniho protoporfyrinu,
koproporfyrinu a hodnoty koproporfyrinu v mo¢i jsou také zvyseny. V mo¢i ALA, PBG

a uroporfyrin se také béhem akutni ataky zvySuji, ale v remisi mohou byt tyto hodnoty
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normalni nebo mirn€ zvysené. U VP se plazmaticky porfyrin zvySuje a jeho analyza je
citlivéjsi nez analyza porfyrinii ve stolici. ZvySeny plazmaticky porfyrin je snadno
detekovatelny jako maximum fluorescenéni emise pii 626-628 nm. Jedna se
o0 specificky nalez pro VP, protoze fluorescen¢ni emisni piky v EPP a PCT jsou
nalezeny pii 636 nm a 618-622 nm. [62]

2.5.4 Diagnostika erytropoeticka protoporfyrie a X-vazana dominantni
protoporfyrie

U EPP je koncentrace plazmatického porfyrinu téméf vzdy mirné€ zvysSena, avSak
¢asto méné nez u jinych koznich porfyrii a mize byt i v normalnich hodnotach zejména
Vv mirnych piipadech. Plasmové porfyriny jsou zvlast¢ u EPP vystaveny fotodegradaci
béhem zpracovani roztoku, vzorek je potieba dobie ochranit pied pfirozenym nebo
fluorescenénim svétlem. Porfyriny v mo¢i jsou v normalnich hodnotach. Pouze u EPP
avelmi vzacné u sideroblastické anémie je volny protoporfyrin zvySen v mnohem
vétsSim rozsahu nez zinek-protoporfyrin. U vSech ostatnich porfyrii pievazuje
zinek-protoporfyrin, nebo je vyznamnou slozkou smési porfyrini. Proto ve vsech

vzorcich se zvySenou koncentraci porfyrinti by se m¢l odliSit volny protoporfyrin a

zinek-porfyrin. [45, 57]

Koncentrace celkovych plazmatickych porfyrinti je u XLDPP zvySena, je mozné
je stanovit pomoci fluorescencniho emisniho spektra pii 362-634 nm. Pfi oddéleni

téchto dvou porfyrii se doporucuje molekularné-geneticka analyza. [63]

255 Diagnostika kongenitalni erytropoeticka porfyrie

U kongenitélni erytropoetické porfyrie byva exkrece porfyrini v moci vyrazné
zvysena, v rozmezi 50-100 mg/den. Uroporfyrin I a koproporfyrin tvoii vétSinu tohoto
zvyseni. Fekalni porfyriny jsou také zvySeny a jsou zastoupeny koproporfyrinem I.
Dalsi moznosti jak diagnostikovat CEP jsou plazmatické porfyriny, které jsou vyrazné
zvySeny. Vyrazn€ zvySené jsou i porfyriny erytrocytl, které jsou prevazné uroporfyrin I

a koproporfyrin I, u mirngjsich ptipadit mize prevladat protoporfyrin IX. [45]
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2.5.6 Diagnostika porfyrie cutanea tarda

Diagnéza u PCT se zpocatku stanovuje hodnocenim porfyrinit v moci nebo
Vv plazmé. Uroporfyrin a heptakarboxylporfyrin jsou vyznamné zvyseny. Hladina PBG

je ve fyziologickém rozmezi a mocova ALA je normalni nebo mirné zvysSena. [45]

Stanoveni porfyrinti v plazmé je nezbytné pro diagnostiku PCT u pacienti
s pokrocilym onemocnénim ledvin, avsak je tieba zohlednit, ze referenéni rozmezi bude
Vtomto piipadé vyssi. Méfeni plazmovych porfyrini a stanoveni fluorescen¢niho
emisniho piku pfi neutrdlnim pH je uzitecnou screeningovou metodou pii podezieni na
PCT. Podstatné je zvySeni piku pii ~ 620 nm, ackoli to neni specifické zjisténi, vyuziva

se k vylouceni VP a pseudoporfyrii. [45]

Mirné ptipady CEP, nebo také HEP mohou napodobovat PCT. Z toho diivodu se
také doporucuje méfeni porfyrinll erytrocyti, které jsou u PCT v referenénim rozmezi,

popiipadé mirné zvysené, avSak u CEP a HEP jsou vyrazné zvySeny. [45]

U PCT jsou celkové porfyriny ve stolici zvySeny asi u 75 % pacientd s koznimi
lézemi, ale s remisi se vraceji do normalnich hodnot. Frakcionace odhaluje specificky
vzor abnormalit, které odliSuji tento stav. Pro odliSeni PCT od klinicky podobnych
buldéznich dermatoz u pacientl s chronickym selhanim je nutna analyza stolice nebo
frakcionace plazmatickych porfyrin pomoci HPLC. [57] Na obr. 8 lze vidét typicky

chromatogram porfyrini v mo¢i.
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Obrdzek 8: Chromatogram porfyrinii pro PCT [58]

2.5.7 Diagnostika hepatoerytropoeticka porfyrie

Klinickd  diagn6za HEP je pfedevS§im zaloZzena na  zvySenych
uro- aheptakarboxyl-porfyrinech v moci, pfevazné izomeru 1. Koncentrace
zinek-protoporfyrinu v erytrocytech je zvySeny. ZvySené koncentrace porfyrini
Vplazm¢, moci a stolici jsou podobné jako u PCT, a proto je dualezita

molekularné-geneticka analyza. [3]

25.8 Diagnostika hereditarni koproporfyrie

Nejvyznamnéj$im  biochemickym znakem HCP je vyrazny narGst
koproporfyrinu, prevazné izomeru III v moci a ve stolici. Béhem akutnich zachvatii se
také v moci zvySuje koncentrace ALA, PBG a uroporfyrin. Koncentrace plazmatickych
porfyrin mize byt zvySena, pokud jsou symptomy piitomny a jejich fluorescencni
emisni vrchol je pifi 615-620 nm. HCP je jednoznacné stanovena analyzou DNA.

[57,58]
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3  Metody molekularné-genetické

Kazda, ze sedmi hlavnich typt porfyrii je vysledkem castecného nedostatku
jednoho z enzymu biosyntézy hemu. Tyto deficity danych enzymu jsou vrozené. Za
poslednich 11 let byly charakterizovany lidské geny pro dané enzymy a byla urCena
jejich chromozomalni mista (obr. 9). Tyto objevy pomohly 1épe porozumét patogenezi

porfyrii a k lepsi identifikaci pacientt a jejich rodin. [54]

Kongenitéalni erytropoeticka porfyrie je jedinou porfyrii, u které byla Gspésné
hlasena prenatalni diagnostika. Ve vSech ptipadech byly koncentrace uroporfyrinu |
Vv plodové vodé zvyseny. Mutacni analyza pouzivajici DNA z kultivovanych plodovych
bunck byla pouzita jako potvrzovaci test a v budoucnu by méla umoznit prenatalni

diagnostiku. [54]

4

Metody molekularné-genetické jsou nejpiesnéjsi a nejspolehlivéjsi metodou
K uréeni porfyrické nemoci. DNA analyza zahrnuje sofistikované sekvenovani DNA,
které je naro¢né a drahé. AvSak detekuje vice nez 97 % znadmych mutaci zpisobujici
toto onemocnéni. Testovani DNA miize byt provedeno bez ohledu, zda je pacient

symptomaticky. [65]

Porfyrie Enzvm Gen Chromozom Dédi¢nost

Porfyrie s defektem ALA ALA dehwdratiza  ALAD 9q34 AR

dehvdratazy

Akutniintermitentni Hvdroximetylbilan HMBS 11q24.1-242 AD

porfyrie syntaza

Kongenitalni ervtropoeticka Uroporfyrinogen UEROS 10g25.2-26.3 AR

porfyrie III syntdza

Porfyrie cutanea tarda Uroporfyrinogen UEOD 1g34 Vzicné
dekarboxvlaza

Hereditami koproporfvrie Koproporfvrinogen CPO 3ql2 AD
oxidaza

Porfyrie variegata Protoporfyvrinogen  PPOX 1g21-23 AD
oxidaza

Ervtropoeticka Ferrochelataza FECH 18g21.3 AD

protoporfyrie

AR autozomalné recesivid AT: autozomalné dominantni

Obrazek 9:Prehled hiavnich porfyrii a jejich enzymii [86]
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3.1 Geny

Mutace v genu HMBS, se nachazi v chromozomalni oblasti 11q24.1-24.2
(obr. 10) a obsahuje 15 exonu. Tento gen koduje enzym PBGD, ktery je zapojen
v tietim kroku biosyntézy hemu. V periferni krvi je enzym PBGD pfitomen ve dvou
izoformach, ubikvitnich a erytroidnich. Tyto izoformy vznikaji ze dvou odlisnych
mRNA, které¢ jsou transkribovany z ubikvitniho promotoru a specifického erytroidniho

promotoru. [66, 67]

Vétsina pacientl vykazuje klasickou formu AIP, kterd vznika v dtisledku mutaci
spole¢né oblasti genu HMBS, od exonu 3 po exon 15. U pacientd s neerytroidni
variantou onemocnéni, pfiblizn€ 5 % vSech ptipaddl, jsou defekty hlaSeny uvnitt nebo
blizko kodujici oblasti exonu 1, kterd je specifickd pro ubikvitni izoformu PBGD.
Dosud nejsou znamy zadné mutace specifického erytroidniho promotoru nebo exonu 2.
Molekularni diagnostika AIP je komplikovand, diky velké alelické heterogenite, ktera

vedla k 81 riznym mutacim. [35, 66]

——H+HHEHH-

1 2 3 4 56 7 89 10 1112 1314 15

Obrdazek 10:Struktura HMBS genu [35]

Gen PPOX se nachazi na chromozomu 1g2.2-2.3, ktery obsahuje 13 exont
orozsahu 8kb, jeden nekodujici a 12 kodujicich. Doposud bylo v genu PPOX
identifikovano asi 130 riznych mutaci, které¢ zptsobily VP. Mutace v genu PPOX jsou
heterogenni a vétSina z nich je jedinecnad pro jednotlivé rodiny. Jedinou vyjimkou je
mutace RS9W, ktera je pfitomna asi u 96% vSech pacienti z Jizni Afriky. Mutace

1329delTACAC byla hlasena jako zakladatelska mutace v chilské populaci. [17,60]

HCP je zplisobena deficitem aktivity mitochondridlniho enzymu CPOX.
Enzymaticky defekt je disledkem dédi¢nosti mutaci v genu CPO na chromozomu 3q12.
Doposud bylo popséno asi 36 mutaci s vysokym podilem missense mutaci, pii kterych
dochdzi k zaméné aminokyselin. VéEtSina pacientlt jsou heterozygotni, avSak byly

nahlaSeny vzacné piipady homozygoti. [69]

37



Dva typy porfyrii vyplyvaji ze snizené aktivity UROD: PCT a HEP. UROD gen
byl zmapovan na chromozomalni oblasti 1q34. Gen obsahuje jeden promotor a 10
exont, které koduji polypeptid s 367 aminokyselinami s molekulovou hmotnosti 41kDa.
Doposud bylo identifikovano vice nez 100 mutaci genu UROD u pacientu s PCT. U
HEP bylo zatim zmapovano 10 mutaci u 16 odlisnych rodin. [30,48]

Gen URQS, byl ptifazen k tzké chromozomalni oblasti 10q25.2-26.3. Doposud
bylo hlaseno 49 rlznych mutaci, avSak dvé missense mutace prevladaji. Jedna se
0 C73R a P248Q, tyto mutace zpusobuji ztratu funkce, jejimz vysledkem je chybna

syntéza proteinti. [46]

EPP je zplsobena c¢astecnym nedostatkem FECH, posledniho enzymu
Vv biosyntéze draze hemu. Gen FECH je na chromozomu 18g21.3 a obsahuje 11 exond.

Doposud bylo u pacientl s EPP identifkovano vice nez 88 riznych mutaci. [70]

ADP je velice vzacna porfyrie, ktera je vysledkem mutace v genu ALAD, ktery
obsahuje dva nekodujici exony a jedenact kodujicich exonti. Alternativni pouziti
nekodujicich exonli produkuje odlisné erytroidni a housekeeping mRNA. Missense
mutace genu pro ALAD byla popsana u dvou nesouvisejicich pacientl, ktefi byli

heterozygoti. [54]

XLDPP je zpiisobena mutaci funkce v genu ALAS2, jednd se o 11. gen na

chromozomu X. [42]

3.2 lzolace DNA

Vybér vhodné metody izolace DNA zavisi na nékolika faktorech, ke kterym
patii typ vybrané tkané, Cistota DNA a také finan¢ni a ¢asova ndro¢nost. DNA nese
geneticky kod, ktery se nachazi v jadru bunék. Jako material pro molekularné genetické
analyzy se vyuziva Cistd DNA, proto je potieba oddélit DNA od zbytku bunky. K lyze
membrany se pouzivaji detergenty a enzymy, nasledné¢ po uvolné€ni obsahu buiky je
tteba mechanicky oddé€lit DNA z roztoku bunééného lyzatu a oddélit také proteiny,
které jsou navazany na DNA. [71]

Metoda vsolovani a vysolovani patii mezi jedny z nejjednodusSich metod pro
izolaci DNA. Tato metoda je zaloZena na principu zmény rozpustnosti molekul DNA

v zavislosti na zméné koncentraci iontd v roztoku. S rostouci koncentraci roste také
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rozpustnost a DNA se do roztoku vsoluje. Po dosazeni maxima za¢ne klesat rozpustnost
a DNA se z roztoku za¢ne vysolovat. Nejéastéjsi soli k vysolovani je (NHy)2SO4 ktery
se vyznacuje velkou rozpustnosti a neni zavisld na teploté. Tato metoda je rychla,

snadn4, levna a také poskytuje kvalitni DNA. [72]

Dalsi metoda k izolaci DNA je srdzeni organickymi rozpoustédly. Tato metoda
se Vvdnesni dobé piili§ nepouziva, protoze je postupné nahrazovana modernéjSimi
separacnimi technikami. Principem metody je pouziti poldrnich, vodou misitelnych
organickych rozpoustédel, které snizuji dielektrickou konstantu prostfedi, diky tomu
snizuji rozpustnost a prispivaji k vysrazeni biopolymeru. K srazeni nukleovych kyselin
se nejcastéji pouziva srazeni koncentrovanym etanolem, etanolové srazeni. Déle se
muze vyuzivat aceton, metanol, propanol a isopropanol. Pro piesnéjsi vysledky je
zapotiebi, aby srazeni probihalo za nizkych teplot, kolem 0 °C, jinak hrozi denaturace

vysrazenych proteind. [72]

3.3 PCR

Polymerazova fetézcova reakce (PCR) a pfimé sekvenovani analyzovanych
exonll ajejich sousednich oblasti je nejbéznéjSi mutacni analyzou. Tato metoda

umoziuje ziskat pozadovanou sekvenci genomové DNA. [73]

PCR je jednoduchy enzymaticky test, ktery umoZznuje amplifikaci specifického
fragmentu DNA z komplexu DNA. PCR miZe byt provedena pomoci zdrojové DNA
z riznych tkani, periferni krve, klize, vlast a slin. Kazdy PCR test vyzaduje ptfitomnost
templatové DNA, primerit (oligonukleotidi), nukleotidi a DNA polymerdzy. DNA
polymeréaza je klicovym enzymem, ktery spojuje jednotlivé nukleotidy dohromady za
vzniku produktu PCR. Nukleotidy zahrnuji ¢tyfi baze — adenin (A), tymin (T), cytosin
(C) a guanin (G). Tyto nukleotidy funguji jako stavebni bloky, které DNA polymeraza
vyuziva k vytvofeni produktu PCR. Primery v reakci specifikuji piesny Usek DNA,
ktery ma byt amplifikovan. Jedna se o kratké DNA fragmenty s definovanou sekvenci

komplementarni k cilové DNA, ktera ma byt detekovana a amplifikovana. [74]

Vsechny uvedené slozky se smichaji ve zkumavce nebo v jamkové desticce
a nésledné se umisti do tepelného cykleru. V tomto pfistroji se zvySuje a snizuje teplota.
Reakéni roztok se nejprve zahiiva nad bodem tani dvou komplementarnich fetézci

DNA, v dasledku toho dochézi k denaturaci. Nasledné se teplota snizi, aby se mohli
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navazat specifické primery na cilové segmenty DNA. K navazani primera a cilové DNA
dochazi pouze v pfipadé, Zze jsou komplementarni v sekvenci. Teplota se opét zvysi,
a DNA polymeraza je schopna rozsifit primery piidanim nukleotidi do vyvijejiciho se
fetézce DNA. S kazdym opakovanim téchto tfi krokl se pocet zkopirovanych molekul

DNA zdvojnasobi. [61,62]

Pro vizualizaci produktd PCR se vyuzivaji dva zpusoby. Prvnim metodou je
barveni zmnozeného produktu DNA chemickym barvivem, jako je ethidiumbromid,
ktery interkaluje neboli vmezetuje mezi dvé vladkna DNA. Druhym typem je oznaceni
PCR primerd nebo nukleotidi fluorescenénim barvivem, fluoroforem, pted PCR
amplifikaci. Tento zplisob umoziuje, aby znacky byly pfimo zalenény do produktu
PCR. Nejrozsitenéj$i metodou analyzy produktu PCR je elektroforéza na agarézovém

gelu, ktera odd€luje produkty DNA na zakladé¢ velikosti a naboje. [74]

3.4 Elektroforéza

Tento druh techniky pro izolaci a analyzu nukleovych kyselin je jednou
Z nejpouzivangjSich metod, protoze se jednd o velice rychlou a levnou metodu, ktera
umoziuje separovat velké mnozstvi nukleovych kyselin, tak 1 velmi malé mnoZstvi.
Elektroforéza se také hojn¢ vyuziva pti analyz a dé€leni smési bilkovin, mize se také

vyuzit k uréeni povrchu mikroorganismui. [76]

Principem elektroforézy je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli.
Nositelem zaporného naboje jsou fosfatové skupiny, a proto se nukleové kyseliny,
Vv elektrickém poli, pohybuji k opacné nabité elektrod¢, kterou je anoda. Kratsi nukleové

kyseliny jsou schopné migrovat matrici rychleji. [68, 69]

Gelova elektroforéza je bézna technika, kterd se vyuziva k vizualizaci proteinil
a DNA. Gelova deska se pfipravi bud specifickou koncentraci agarézy nebo
polyakrylamidu. Gel tvofi matrici, skrz kterou vzorek prochazi. Polyakrylamidovy gel

se vyuziva pro vizualizaci mensSich ¢asti. [78]

Frakcionace proteinti, nukleovych kyselin a dalSich nabitych makromolekul
obecné vyzaduje postupné pouziti nékolika krokti, z nichz jedna je citliva primarné na
molekularni velikost, jako u gelové filtrace, a druha na bazi molekularniho néboje, jako
se vyuziva u volné elektroforézy. Zonova elektroforéza v polyakrylamidovém gelu,

oznacena jako polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE), soucasné vyuziva
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rozdily v molekularni velikosti a naboji pro ucely frakcionace. PAGE poskytuje
vSestranny a Setrny zpusob s vysokym rozlisenim pro frakcionaci a fyzikalné chemickou

charakterizaci molekul na zaklad¢ jejich velikosti, konformace a naboje. [79]

3.5 Purifikace

Purifikace je preciSténi nukleovych kyselin. Jednd se o odstranéni vSech
nezéadoucich slozek ze vzorku nukleové kyseliny. Pro ¢isténi produktti PCR a nasledné
sekvenovani, které zahrnuje enzymatickou degradaci primerti
a deoxyribonukleosidtrifosfati (ANTP). K degradaci primert se pouziva exonukleaza I,
kterd hydrolyzuje jednovlaknovou DNA. Nasledné¢ se pouziva alkalicka fosfataza
(rSAP-Shrimp alkaline Phosphatase) pro defosforylaci zbyvajicich deoxynukleotida.
Tyto enzymy jsou velice silné a u¢inn¢ degraduji dNTP a primery v riznych
podminkach. Dalsi purifikacni metody bézné pouzivané k purifikaci produkti PCR jsou
komeréni  filtrace nebo  pomoci  chromatografickych  sloupci. = Metody
chromatografickych kolon je velice jednoucha a rychlé, avSak enzymatické Cisténi je

také rychlou metodou. [80]

3.6 Sekvenovani

Sekvenovani DNA je proces, ktery se vyuZziva k ur€eni potadi ¢tyf nukleotidd,
kterymi jsou adenin (A), cytosin (C), guanin (G) a tymin (T). Tyto nukleotidy tvofi
molekulu DNA. V soucasné dobé existuje nékolik zplsobi sekvenovani DNA. Jsou
vyvinuty dvé metody pro sekvenovani DNA, Maxam-Gilbertova metoda a Sangerova

metoda. V soucasnosti je vice pouzivanou metodou pravé Sangerova metoda. [81]

Maxam-Gilbertova metoda vyuziva chemického $tépeni jednotlivych typa bazi.
Postup urcuje nukleotidovou sekvenci termindlné znafené molekuly DNA jejim
rozbitim na jednotlivé nukleové baze pomoci chemickych ¢inidel. Jedno vlaknova DNA
se oznadi radioaktivnim fosforem %P, a naslednd se rozdéli do &tyk zkumavek. V kazdé
zkumavce DNA reaguje sjinym cinidlem, které rozstépi fragment v misté specifické
baze. Vzniklé fragmenty se detekuji pomoci PAGE podle velikosti. Autoradiograf gelu
vytvoteny ze ¢tyf riznych chemickych §tépeni nésledné ukazuje vzor pasu, ze kterych
1ze sekvenci piecist piimo. V soucasné dob¢ jsou elektroforeografy vyhodnocovany

automaticky a zpracovany pocitacem. [81]
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Sangerova metoda vyuziva syntézy fetézci DNA s pouzitim specifickych
modifikovanych nukleotidii. Stanovovand DNA je pouzita jako matrice pro syntézu
komplementarnich fetézct s vyuzitim DNA polymerazy. Syntéza DNA zac¢ina od mista,
kde je navazan specificky primer a kon¢i v misté, na kterém je zaclenény
2’,3"didexyribonuklesidtrifosfatu (ddNTP) misto deoxyribonukleosidtrifosfat (dNTP).
ddNTP postrada 3’-OH skupinu, kterd je potfebna k navazani dal§iho dNTP. Funkci
ddNTP pfti syntéze DNA je koncovy inhibitor. [82]

Princip metody spoc¢iva v tom, ze k templatové DNA nebo k produktu PCR se
nejprve piidd znaceny primer, DNA polymeraza a dNTP. Od navazané¢ DNA
polymerdzy probiha syntéza DNA za ptitomnosti ANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
pro jednotlivé baze a jednoho ddNTP. Reakce probihd ve ctyfech oddélenych
zkumavkach a v kazdé zkumavce je pouze jeden ddNTP. Do syntetizovaného fetézce se
nahodné zacleni ddNTP na misto ptislusného dNTP .V disledku chybéjici OH- skupiny
se po zaclenéni do syntetizovaného fetézce syntéza zastavi. Tak vznikaji rtizné dlouhé
fragmenty DNA, které¢ Ize analyzovat pomoci elektroforézy na polyakrylamidovém gelu
a po separaci fragmentt a diky radioaktivné znaCenym primerim se odeCte délka

jednotlivych fragmentd. [81]

V soucasné dobé se jiZz nevyuZzivaji radioaktivni latky, ale pouzZivaji se
fluorescenéni znacky, kterymi se znaci primery nebo ddNTP. Pti znaceni ddNTP se
reakce mlZze provadet pouze v jedné zkumavce. Produkty jsou nésledné analyzovany

kapilarni elektroforézou, ze které je ziskan sekvenogram. [67,68,69]

3.6.1 Pripad nové nalezené mutace

Probandem byl muz z Nepalu, ve v€ku 50 let, ktery vyhledal odbornou pomoc
z divodu bolesti bficha a tmavou moci. Akutni jaterni porfyrie byla potvrzena
pozitivnim Watson-Schwartzovym testem. Pacient zaslal vzorky DNA od 18 ¢lenti jeho

rodiny na analyzu DNA. [85]

Fragmenty amplifikované DNA byly pomoci denaturacni gradientové gelové
elektroforézy. Na exonu 15 byla nalezena mutace. Nasledna sekvencni analyza ukazala
vlozeni jednoho G v poloze 9205, coz vedlo k posunu ¢teciho ramce. Na obr. 11 je
sekvenogram pacienta (A) a kontrola (B). Analyza bilkovinné sekvence ukazala, Ze

Ctyfi aminokyseliny byly rizné. To vedlo k pfedasné zkracenému proteinu v disledku
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stop kodonu, ve kterém bylo 44 aminokyselin C-konce PBGD chyb¢lo. Tato mutace

byla nalezena i u 12 ¢lend rodiny. [85]

Obrazek 11: DNA sekvenovini HMBS.[85]
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4 Z.aver

Cilem bakalatské prace bylo popsat problematiku porfyrické nemoci. Porfyrie
jsou heterogenni skupinou sedmi vrozenych onemocnéni zplisobenou mutaci gend,
které¢ ovliviiuji enzymy pusobici pfi biosyntéze hemu. Nasledkem toho dochazi
k nahromadéni porfyrint a jejich prekurzori, ALA a PBG. Porfyriny a jejich prekurzory
se nasledné¢ hromadi v jatrech nebo kostni dfeni. Podle toho, kde se porfyriny hromadi
1ze porfyrie rozdélit na porfyrie jaterni a pokud se akumuluji v kostni dfeni, jedna se

0 porfyrie erytropoetické.

Porfyrie 1ze také rozd¢lit podle toho, jaké ptiznaky vyvolavaji. Porfyrie mizeme
rozdelit na akutni a chronické. Akutni porfyrie neboli jaterni porfyrie, z ditvodu
maximalni akumulace porfyrind v jatrech, kterymi jsou akutni intermitentni porfyrie,
hereditarni koproporfyrie, porfyrie variegata a porfyrie z nedostatku enzymu ALAD.
Chronické porfyrie se vyznacuji koznimi projevy a nedochdzi k atakdm, jednd se
o porfyrii cutanea tarda, erytropoetickou protoporfyrie a kongenitalni erytropoetickou

porfyrii.

Pti akutni atace mize dojit k poSkozeni Casti nervové soustavy. Tato ataka byva
doprovazena silnymi bolestmi bficha, nohou a zad, v zavaznych ptipadech miize dojit
k obrné. Akutni ataku také doprovazi psychické projevy, kterymi jsou deprese,
zmatenost ¢i halucinace. K porfyrickému zachvatu mtze dojit i nezdravym zivotnim
stylem, nebo 1éky. Proto je diilezité, aby 1¢€kati a pacienti byli fadn¢€ obeznameny s touto

nemoci.

Laboratorni diagnostika porfyrii je dilezitd pro vcasnou indikaci konkrétni
nemoci azvoleni spravné 1éCby a k zabranéni vaznym dusledkim této nemoci.
Biochemicka diagnostika vyuziva zvySenych hodnot jednotlivych prekurzori hemu

nebo specidlnich vysetfeni aktivity enzymd.

V posledni  ¢asti  jsem popsala metody, které se vyuZivaji pro
molekularné-genetickou analyzu a jednotlivé kroky, kterymi jsou izolace DNA,
purifikace a sekvenovani k ur€eni jednotlivych defektti v molekule DNA. Molekularné
genetickd diagnostika se vyuziva pro identifikaci vSech ¢lenti rodiny, ktefi by mohli byt

postizeni danou genetickou mutaci. V zavéru je popsan piipad nove nalezené mutace.
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