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ANOTACE

Bakalaiska prace se zabyva onemocnénim zvanym porfyrie, které je zpisobené poruchou
funkce jednoho z osmi enzymu v biosyntetické draze hemu. V uvodu je kratce popsana historie
tohoto onemocnéni nasledovana popisem biosyntézy hemu. Stézejni Cast prace je vénovana
primarnim porfyriim. Obsahuje rozdé€leni a charakteristiku jednotlivych druhti porfyrii véetné
mechanismu vzniku onemocnéni a moznosti jejich 1é€by. V zavéru prace jsou zminény

laboratorni metody vyuzivané k diagnostice tohoto onemocnéni.
KLiCOVA SLOVA
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TITLE

Primary porphyrias

ANNOTATION

The bachelor thesis deals with a disease called porphyria, which is caused by a malfunction
of one of eight enzymes in the heme biosynthetic pathway. In the introduction, the history
of the disease is briefly described followed by a description of heme biosynthesis. The main
part of the paper is devoted to primary porphyrias. It includes the classification
and characterization of the different types of porphyrias, including the mechanism of disease
occurrence and treatment options. Finally, laboratory methods used to diagnose this disease

are mentioned.
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UvVoD

V ramci tvodu si dovolim trochu nahlédnout do historie poznani porfyrii, kterd saha
az k poc¢atkim 20. stoleti. Pravé vtéto dobé bylo identifikovano né&kolik poruch,
které se projevovaly vylu€ovanim moci tmavé Cervené barvy obsahujici hematoporfyrin,
ktery je velmi silnym fotosenzibilizatorem. Hans Gilinter, lékat a dermatolog pivodem
z Némecka, rozdé¢lil tyto poruchy do ¢ty kategorii — hematoporphyria acuta, hematoporphyria
acuta toxica, kterd byla vyvolana Iéky, nésledn¢ hematoporphyria congenita, kterd se
projevovala v kojeneckém veéku tézkou fotosenzitivitou. Posledni typ hematoporfyrie,
hematoporphyria chronica, se objevovala u pacienti az v pribéhu zivota. Jeden z ptipada
poruchy hematoporphyria congenita byl popsan v roce 1924 Hugem T. Ashbym. Nemoc byla
prokazana u ditéte ve 12 mésicich jeho véku a jiz od narozeni se u néj vyskytovala cervené
zbarvend moc¢ a pozdéji se objevila i vyrazna tmaveé ¢ervend pigmentace mlééného chrupu [1,

2].

Vroce 1912 I1ékati Friedrich Meyer-Betz a Hans Fischer publikovali c¢lanek,
ktery se zabyval reakci urobilinogenu s Erhlichovym ¢inidlem. Pravé Friedrich Meyer-Betz
se proslavil prokazanim fotosenzibiliza¢nich G€inkti porfyrind. Nitrozilné si aplikoval 200 mg
hematoporfyrinu, coz u n¢j vyvolalo kozni reakci. Fotosenzitivita po kozni reakci
u vySe zminéného lékafe pretrvavala po dobu nékolika tydnli. Hans Fischer také jako prvni

pouzil termin uroporfyrin, ktery pozoroval v moci jednoho ze svych pacienti [1-3].

Na praci vySe zminéného I€kare Hanse Fischera navazali Cecil J. Watson,
Jan Waldestrom a Claude Rimington, kteti se zaslouZili o vyzkum porfyrii.
Pravé Jan Waldestrom zavedl termin porfyrie. V roce 1934 také prave Jan Waldestrom izoloval
uroporfyrin z moci skupiny pacienttl, ktefi trpeli akutni porfyrii. Waldestrom se taktéZ rozhodl
zrevidovat Giinterovu klasifikaci, diky které urcil tfi typy porfyrii: porphyria congenita,
porphyria cutanea tarda a porfyria acuta. Porfyria acuta byla nasledné na zéklad¢ provedenych
studii pfejmenovana na akutni intermitentni porfyrii. Waldestrdom prokézal, Ze u pacientd,
ktefi trpi akutni intermitentni porfyrii, dochazi ke zvySenému vylu€ovani uroporfyrigenu III
moci. Diky Waldestrdomovu pozorovani bylo pozdéji zjisténo, ze se jedna o dédicné
onemocnéni, které je zplisobené nedostatkem enzymu (konkrétné porfobilinogendeaminazy)

v syntetické draze hemu [1, 3, 4].

V ramci studia porfyrii také doslo k n€kolika objeviim, které se tykaji biosyntézy hemu.

Jednim z objevli bylo v roce 1931 objeveni porfobilinogenu, ktery se vyskytuje v moci pacientti
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trpicich akutni porfyrii. Védci Shemin a Rittenberg po druhé svétové vélce také zjistili,
ze glycin je prekurzorem hemu a do poloviny padesatych let se jim podafilo identifikovat hlavni

reakce syntézy hemu [1, 5].

V roce 1963 se June Lacelles podafil dalsi velky pokrok, kdyz zjistila, Ze biosyntéza
porfyrind je kontrolovdna pomoci negativni zpétnovazebné inhibice 5-aminolevulatsyntézy
hemem. Nésledné¢ bylo prokazdno, ze pravé tento represivni uc€inek hemu

na 5-aminolevulatsyntazu slouzi jako regula¢ni mechanismus [1].

Posléze také doslo ke klasifikaci porfyrii na jaterni a erytropoetické. Toto rozdéleni
vzniklo na zéklad¢ pokust, kdy R. Schmid a jeho kolegové zjistovali mnozstvi porfyrinii
v kostni dfeni a jatrech u pacientll s riznymi druhy porfyrii. Porfyrie tedy pak rozd¢lili podle

toho, kde se nachézi po¢atecni misto jejich hromadéni [1].

Na zaklad¢ klinickych charakteristik a hromadéni a vylu€ovani porfyrind
bylo do poloviny 60. let 20. stoleti klasifikovano Sest druhti porfyrii. Nékteti pacienti, ktefi vSak
nevykazovali typické ptiznaky pro jiz klasifikované druhy porfyrii, byli tézce zaraditelni
mezi jiz zndmé typy. S vyvojem a zlepSovanim novych laboratornich metod se v§ak problémy

s klasifikaci podaftilo vyftesit [1].
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1 Porfyriny

1.1 Zakladni charakteristika a vlastnosti porfyrini

Porfyriny jsou heterocyklické derivaty porfinu, které jsou slozeny ze Ctyf kruht.
Tyto kruhy obsahuji methinové mustky, které vytvareji konjugované vazby mezi jadry pyrrolt
a kazdy z nich obsahuje dusik. Jedna se tedy o tetrapyrrolovou strukturu [6, 7].

Do tetrapyrrolové struktury lze zakomponovat riizné druhy kovi, ¢imz dochazi k tvorbé

mnoha dulezitych biologickych molekul jako je naptiklad chlorofyl, cytochromy, vitamin B12

¢1 hemoproteiny [6, 7]. Nékteré druhy porfyrinti jsou znazornény na obr. 1.

HOOC COOH
Heme B

MeO:
PhytylO.C

Bacteriochlorophyll a

O

Oi_:

Cobalamin

Obrazek 1: Chemickée struktury riznych druht porfyrinti; ptevzato z [§]

Dale se jedna o molekuly, které absorbuji svétlo a vyskytuji se tak hojné v ptirodé. Jejich
struktura je taktéz diilezita pro nékteré biologické procesy. Pravé porfyriny se mohou ucastnit

procest jako je fotosyntéza nebo tfeba také respirace [8, 9].

Jak bylo vySe zminéno, porfyriny absorbuji svétlo. Porfyriny a jejich derivaty absorbuji
v takzvaném Soretové maximu (jinak zndmé jako Soretiv pruh), které ma absorpéni maximum

okolo 400 nm [10, 11].
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1.2 Hem

Hem je oznaceni pouzivané pro protoporfyrin IX. Je tvofen tetrapyrrolovym jadrem
s centralnim iontem, kterym je Fe** (viz obr. 2). Tetrapyrroly jsou tvofeny &tyfmi molekulami
pyrrolu, spojenymi v jedné rovin€ do kruhu ¢tyfmi methinovymi mastky. B-substituenty urcuji,
jestli je tetrapyrrol klasifikovan jako hem nebo je klasifikovan jako jina ptibuzna sloucenina.

V piipadé hemu jsou t€mito substituenty methyl, vinyl a propionat [12].

Hem je nezbytny pro vSechny bunky. Plni funkci jakozto prosteticka skupina mnoha
hemoproteinti. Mezi né€ patii naptiklad hemoglobin, myoglobin, cytochromy dychaciho fetézce,
cytochrom P450, kataldza a peroxidaza. Hem také moduluje aktivity iontovych kanald,

podporuje adipogenezi a hraje roli v koagulaci krve [13, 14].

- 1 CH,
H
S g
\ CH,
HC/ \ / CH
7N\
—
H.C N\, \\ \.,M CH,
HOOC COOH

Obrazek 2: Struktura hemu; pievzato z [15]

1.2.1 Syntéza hemu

Syntéza hemu probiha v osmi enzymatickych krocich. Prvnim krokem je kondenzace
glycinu a sukcinyl-CoA na kyselinu 5-aminolevulovou (ALA). Tato reakce je katalyzovana
aminolevulatsyntazou (ALAS) a je lokalizovana v mitochondriich. Jako kofaktor v této reakci

vystupuje pyridoxalfosfat (viz obr. 3) [16, 17].
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CoA COOH
| ALA-syntaza | ALA-syntaza TOOH
NH
| ? CoA + SH Hz? CO, CH,
CH, —0 CH, H.C
| + (I: _; | _L’ 2 |
| =0 H,C Pyridoxalfosfat c|:=o =0
H—C—NH
OH (IIOOH H—(|3—NH2 2
COOCH H
Glycin Sukcinyl-CoA a-amino-B-ketodipat S-aminolevulat

Obrazek 3: Kondenzace glycinu a sukcinyl-CoA na 5-aminolevulat; ptevzato a upraveno [12]

Kyselina 5-aminolevulovd je nasledné transportovana do cytosolu, kde probiha
kondenzace a dehydratace na porfobilinogen za katalyzy S-aminolevulatdehydratazou (viz

obr. 4) [16, 18].

COOH

COOH COOH ;

| | ALA-dehydrataza COOH H,C
H,C H,C

| | 2H,0 Hzclz chl;
CH CH

|2 + |2 —L» C_—C
— = !
H,C H,C / \ /
| | H,C N

NH; NH, | N

NH,

5-aminolevulat 5-aminolevulat Porfobilinogen

Obrazek 4: Vznik porfobilinogenu; pievzato a upraveno z [12]

Ctyti molekuly porfobilinogenu jsou vyuzZity k tvorb& hydroxymethylbilanu za katalyzy
porfobilinogendeamindzou. Tento krok je ndsledovan cyklizaci na uroporfyrinogen III

za katalyzy uroporfyrinogen-Ill-syntazou (viz obr. 5) [16, 17].
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Porfobilinogen Uroporfyrinogen Il

Obrazek 5: Vznik uroporfyrinogenu III; prevzato a upraveno z [12; 16]

Syntéza hemu dale pokracuje dekarboxylaci acetatovych zbytkli postrannich fetézcii
na methylové zbytky za katalyzy uroporfyrinogen-IlI-dekarboxylazou za vzniku
koproporfyrinogenu III, ktery je transportovan zpatky do mitochondrie (viz obr. 6) [16, 18].

‘00C coo

-00C COoO 00C Ccoo

Uroporfyrinogen-lll-dekarboxylaza
4C0,

‘00C 00C

Coo
Uroporfyrinagen Il Koproporfyrinogen 11l

Obrazek 6: Pfeména uroporfyrinogenu III na koproporfyrinogen III; pfevzato a upraveno z [16]

Nasledné probihé reakce katalyzovana koproporfyrinogen-I1I-oxiddzou pti niZ vznika

protoporfyrinogen IX (viz obr. 7) [16].

H,C CH,

“00C COoo Koproporfyrinogen-lll-oxidaza
00C:
20, Co,
‘00C
‘00C
y H.C
Koproporfyrinogen |1l Protoporfyrinogen 1X

Obrazek 7: Preména koproporfyrinogenu III na protoporfyrinogen IX; pievzato a upraveno z [16]

Dale enzym protoporfyrinogenoxiddza zprostredkovava reakci, pii které se odstépi

6 protont a 6 elektrontl. Pti této reakci vznikne protoporfyrin IX (viz obr. 8) [16].
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Obrazek 8: Pfeména protoporfyrinogenu IX na protoporfyrin IX; pfevzato a upraveno z [16]

Finalni produkt, kterym je hem, vznika za¢lenénim Fe** do struktury protoporfyrinu IX.

Tato reakce je katalyzovana enzymem ferrochelatdzou (viz obr. 9) [16].

Ferrochelatdza
‘00C

4

Fe 2H

0oc

HOOC COOH

Protoporfyrin 1X Hem
Obrazek 9: Interkorporace Fe?* do struktury protoporfyrinu; pievzato a upraveno z [16]
1.2.2 Regulace syntézy hemu

V regulaci syntézy hemu hraji roli jeji kliCové enzymy. Ne vSechny mechanismy
regulace klicovych enzymi jsem zcela objasnéné. Co vsak bylo prokdzano je to, Ze prvni enzym
syntézy hemu aminolevulatsyntaza a posledni enzym ferrochelatdza jsou regulovany pomoci

hladiny kysliku, stavu Zeleza a n¢kolika dalSich faktora [19].

1.2.2.1 Regulace aktivity aminolevulatsyntazy

Aminolevulatsyntdza je enzym, ktery katalyzuje prvni reakci biosyntézy hemu.
Tento enzym se vyskytuje ve dvou podobach jakozto aminolevulatsyntdza 1 (ALASI1)
a aminolevulatsyntaza 2 (ALAS2). Co se tyce regulace tohoto enzymu, tak ta probiha

na genetické trovni [20].
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Lidsky gen pro ALAS1 se nachazi na chromozomu 3. Exprese tohoto genu

je regulovana celou fadou faktorti [20].

Uvadi se, ze aktivita ALAS je krok dréahy syntézy hemu, ktery ovliviiuje jeji rychlost
v prekurzorovych buiikach. Diferenciace, kterd je indukovana pomoci transkripcniho faktoru
GATA 1 (GATA 1) vede pomoci indukce a zesileni transkripce vSech genli ke zvySeni syntézy
hemu [20].

Enzym ALAS?2 je exprimovan v prekurzorech vyvijejicich se cervenych krvinek, hlavné
tedy v erytroblastech. Transkripce ALAS2 muze byt ovliviiovana nékolika transkripénimi
faktory. Mezi tyto transkripcni faktory patii napiiklad eukaryoticky transkripni faktor
ELK/Spl, GATA 1, hypoxii indukovany faktor (HIF-1) a NF-E2 transkrip¢ni faktor [13].

Co se dale tyce ovlivnéni exprese ALAS2, tak velky vliv ma dostupnost zZeleza.
KdyzZ je Zeleza nedostatek, tak dojde k potlaceni aktivity ALAS2 a zaroven dojde k omezeni
produkce protoporfyrinu. Tento krok zabranuje jeho nadprodukei, ktera se miize projevovat

toxicky [13].

Diky Zelezo regulujicim proteinim 1 a 2 (IRP 1 a 2) dochazi ke zprostfedkovani
regulace exprese ALAS2 mRNA pravé pomoci zeleza. Translace taktéz mtiZze pokracovat diky
tomu, Zze IRP 1 a 2 se v pritomnosti dostatku Zeleza uvoliuji z IRE (prvek odpoveédny za Zelezo)

na 5’-UTR (5" neprekladand oblast) ALAS2 [13].

1.2.2.2 Regulace aktivity ferrochelatazy

Ferrochelataza je enzym, ktery katalyzuje interkorporaci zeleza do protoporfyrinu IX,
tedy posledni krok syntézy hemu. Exprese ferrochelatazy je taktéz regulovana hladinou kysliku

prostfednictvim HIF1a (hypoxii indukovany faktor 1a) [19].

Zivocisné ferrochelatizy obsahuji Zelezo-sirné klastry. Pravé pomoci Zelezo-sirnych
klastri a dostupnosti Zeleza je regulovana stabilita a enzymaticka aktivita proteint. Déle tyto
zelezo-sirné klastry umoziuji regulaci ferrochelatazy pomoci pH mitochondrii a redoxniho

potencialu [19].

1.2.2.3 Regulace aktivity S-aminolevulatdehydratazy

Ve studii zroku 2001 se prokdzalo, Ze 5-aminolevulatdehydrataza (ALAD)
by mohla byt dal$im limitnim krokem pfi biosyntéze hemu [21].
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V dalsi studii (z roku 2011) byl odhalen novy zpétnovazebny mechanismus
mezi 5-aminolevulatdehydratazou a porfobilinogendeaminazou. V této studii doslo k inhibici
aktivity 5-aminolevulatdehydratazy i1 porfobilinogendeamindzy a porovnaval se jejich tcinek.
Kdyz byla inhibovana aktivita porfobilinogendeaminazy, doslo ke zvySeni aktivity
5-aminolevulatdehydratdzy. Naopak aktivita S5-aminolevuldtdehydratdzy byla sniZena
disledkem nadmérné exprese porfobilinogendeamindzy. Tento ucinek byl vSak pozorovan
jen pii inhibici aktivity porfobilinogendeaminazy, pii inhibici aktivity
S-aminolevulatdehydratazy nikoliv. Déle z toho vyplyva, ze v ptipadé

porfobilinogendeamindzy se jedna o rychlost omezujici enzym v metabolické draze hemu [22].

Co se tyce aktivity S-aminolevulatdehydratdzy, ta ma vliv na syntézu protoporfyrinu IX,
kdy dochézi k jejimu dramatickému sniZeni. Pro porovnani — kdyz byla inhibovéana aktivita
porfobilinogendeaminazy, dosSlo ke snizeni produkce protoporfyrinu IX pouze o jeden fad,
zatimco pii inhibici aktivity 5-aminolevulatdehydratdzy doslo ke snizeni produkce
protoporfyrinu IX o celé 2 tady. Pravé inhibici aktivity porfobilinogendeaminazy dochazi
ke zvySené aktivit¢ S-aminolevulatdehydratazy, diky ¢emuz je k dispozici vice substratu

pro zbyvajici porfobilinogendeaminazu [22].

Tyto dva zminéné enzymy maji taktéz vliv na rozvoj porfyrie znedostatku
S-aminolevuldtdehydratazy. Bylo prokézéano, Ze pravé nedostatek tohoto enzymu nemuize byt
kompenzovan aktivitou porfobilinogendeaminazy, protoZe enzym nema k dispozici dostatek
substratu, ktery by mohl dale vyuZit. Ziroven se jedna o dikaz, Ze pro
5-aminolevulatdehydratazu neni Zadny kompenza¢ni mechanismus a ma tedy klicovy vyznam

v syntéze hemu [22].

1.2.3 Transport hemu

Jak jiz bylo zminéno vySe, tetrapyrrolova struktura hemu obsahuje atom Zeleza. Pravé
zelezo je nejvice vyskytovanym kovem v lidském téle. MliZe slouZit jako kofaktor pro proteiny,
které se ucastni transportu kysliku, nebo také vymény elektronti ¢i kontroly volnych radikali,

které jsou pro télo toxické [23].

Zelezo miizeme ze stravy ziskavat ve dvou formach. Prvni formou je anorganické Zelezo
(zdroje rostlinného pivodu). Druhou formou zeleza je hem, kdy se Zzelezo ziskava
z hemoglobinu ¢i myoglobinu [23].

Transport hemu umoZiiuje protein HCPI. Jednd se o membranovy protein,
ktery se nachazi v proximalni ¢asti tenkého stieva. Praveé v této Casti stieva dochazi k nejvyssi
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absorpci hemu. Také bylo prokazano, ze pravé HCP1 podporuje piijem hemu a dalSich
podobnych molekul (naptiklad zinkovy protoporfyrin) [23].
Krom¢ HCP1 je transport hemu umoznén i pomoci proteinu BCRP (protein spojeny

s rezistenci u karcinomu prsu). Vedle téchto dvou proteinli existuje 1 protein ABCB6,

ktery se podili na transportu koproporfyrinu [16].
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2 Porfyrie

Porfyrii lze charakterizovat jako metabolickou poruchu syntézy hemu. Jedna se
o enzymaticky fizeny proces. Hem se syntetizuje v jatrech (20 %), ale k jeho syntéze dochazi
pfevazné v kostni dfeni (80 %). Pokud se jedna o poruchu metabolicky vyznamnou, dochazi
k nadmérné produkci prekurzori, které piedchézeji chybnému kroku. Porfyrie muzeme
klasifikovat jako dédi¢né, tedy primarni porfyrie, a ziskané porfyrie, oznaCované taktéz

jako sekundérni [24-26].

Co se tyce déleni porfyrii, tak je miizeme z 1€karského hlediska dé€lit na akutni a neakutni
formy. Toto rozdé€leni byva nejcastéji pouzivané, hlavné z praktického hlediska (viz tab. 1)

[27].

Tabulka 1: Rozd€leni porfyrii na akutni a neakutni formy; pievzato a upraveno z [27]

Akutni porfyrie Neakutni porfyrie
Akutni intermitentni porfyrie Porphyria cutanea tarda
Porphyria variegata Erytropoeticka protoporfyrie

Hereditarni koproporfyrie

Porfyrie z deficitu 5-
aminolevulatdehydratazy

Z hlediska dermatologického 1ze porfyrie dale délit na formy koZzni a formy nekoZzni (viz

tab. 2) [27].

Tabulka 2: Rozd¢leni porfyrii na kozni formy a nekozni formy; ptevzato a upraveno z [27]

Kozni formy porfyrii NekozZni formy porfyrii
Porphyria cutanea tarda Akutni intermitentni porfyrie
Erytropoetickd protoporfyrie Porfyrie z deficitu 5-

aminolevulatdehydratazy

Porphyria variegata

Hereditarni koproporfyrie

Jak bylo vyse uvedeno, jedna se o metabolickou poruchu syntézy hemu. Porfyrie

jsou spojeny s defekty v enzymatickych krocich, které katalyzuji syntézu hemu (viz tab. 3) [28].
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Tabulka 3: Jednotlivé typy porfyrii a s nimi spojenych enzymu, u kterych dochazi k defektiim; pievzato

aupraveno z [28]

Typ porfyrie Defektni enzym Zpiisob
dédic¢nosti
Kongenitalni erytropoeticka Uroporfyrinogen-IlI-syntaza Autozomalné
porfyrie recesivni
Porphyria cutanea tarda Uroporfyrinogendekarboxylaza Autozomalné
dominantni
Protoporfyrie Ferrochelataza Autozomalné
dominantni
Hepatoerytropoeticka porfyrie Uroporfyrinogendekarboxylaza Autozomalné
recesivni
Akutni intermitentni porfyrie Porfobilinogendeaminaza Autozomalné
dominantni
Porphyria variegata Protoporfyrinogenoxidaza Autozomalné
dominantni
Hereditarni koproporfyrie Koproporfyrinogenoxiddza Autozomalné
dominantni
Porfyrie z deficitu 5- 5-aminolevulatdehydrataza Autozomalné
aminolevulatdehydratazy recesivni
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3 Primarni porfyrie
3.1 Hepatalni porfyrie

Mezi jaterni porfyrie spadd akutni intermitentni porfyrie, porphyria variegata,
hereditalni koproporfyrie, které jsou dédény autozomalné¢ dominantné, a také porfyrie z deficitu
5-aminolevulatsyntazy. Porfyrie z deficitu 5-aminolevulatsyntazy je dédéna autozomalné
recesivné a jedna se o velmi vzacné onemocnéni. Hepatalni porfyrie jsou zpisobeny mutacemi
v genech pro hydroxymetylbilansyntazu, protoporfyrinogenoxidazu,
koproporfyrinogenoxidazu a 5-aminolevulatsyntazu. U autozomaln¢ dominantnich hepatalnich
porfyrii dochazi ke snizeni aktivity daného enzymu na polovinu normdlni hodnoty,
zatimco u autozomalné recesivnich porfyrii je aktivita enzymu diky mutaci velmi snizena,
ale ne chybéjici. K rozvoji fenotypu u hepatalnich porfyrii v§ak dochazi v disledku dalSich
faktorii jako je napiiklad nadmérna konzumace alkoholu, pist, hladovéni, koufeni ¢i uzivani
1é¢iv. Defekty v primarnich genech pro syntézu hemu v kombinaci s dal§imi genetickymi,
environmentalnimi a nutricnimi aspekty mohou vést k nekontrolovatelné up-regulaci jaterni
ALASTI atim k nadprodukci a hromadéni porfyrinti a jejich prekurzori, které jsou toxické [29—

31].

Pacienti s hepatdlnimi porfyriemi projevuji neurologické a fyzické pfiznaky,
které jsou charakterizovany bolestmi bficha, bolesti zad a koncetin, zvracenim, nevolnosti,
zacpou, slabosti, necitlivosti, uzkosti, depresemi ¢i psychozou. Kromég akutnich atak se mohou
u pacientli, ktefi ataky prodélavaji opakované, zalit projevovat chronické problémy.
Mezi chronické symptomy se muze fadit neuropatie, chronickd bolest ¢i onemocnéni jater
a ledvin. Mezi dalsi typické znaky projevujici se nemoci patifi Cervené zbarvend moc (viz
obr. 10). Kromé& toho se u pacientl taktéZ mize vyskytovat tachykardie spojena s hypertenzi

[29, 32].
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Obrazek 10: Charakteristicky zbarvena moc pacientky trpici akutni intermitentni porfyrii; pfevzato
7 [26]

Neurovisceralni projevy u hepatalnich porfyrii vzbuzuji z hlediska patogeneze
velky zajem. V ramci studii bylo zjisténo, ze jednim z divodu téchto projevi je deficit hemu
na bunééné urovni, diky kterému dochdzi k nedostatku hemoproteini v neuronech.
Druhym diivodem je ALA, u které bylo béhem akutnich porfyrickych atak vysledovano,

ze pusobi neurotoxicky [30].

3.1.1 Porfyrie z deficitu S-aminolevulatdehydratazy

Porfyrie z deficitu 5-aminolevuldtdehydratdzy (ADP) je velmi vzacny typ porfyrie
s autozomalné recesivni dédi¢nosti. Mizeme se také setkat s oznaCenim Dossova porfyrie,

jelikoz toto onemocnéni bylo poprvé popsano némeckym lékatem Manfredem Dossem [33].

Tento druh porfyrie je zplisoben nedostatkem enzymu S5-aminolevulatdehydratazy,
ktery se vyskytuje v biosyntetické draze hemu. ALAD katalyzuje preménu dvou molekul
5-aminolevulové kyseliny na porfobilinogen. Gen pro ALAD se nach4zi na chromozomu 9q34.
V dusledku chybéjiciho ALAD dochazi k hromadéni 5-aminolevulové kyseliny v ¢ervenych
krvinkach ¢i hepatocytech. Hromadici se S5-aminolevulova kyselina mize dale unikat
do plazmy ¢i mize pusobit toxicky na okolni tkané. Porfyrie znedostatku ALAD
se muze projevovat neurologickymi, kardiovaskularnimi ¢i gastrointestindlnimi pfiznaky.
U pacientt, ktefi trpé€li klinicky zavaznym priibéhem onemocnéni studie prokézaly, ze se u nich
vyskytuji 2 mutace na genu pro ALAD. U pacientli s mén¢ zadvaznym klinickym prabéhem

dochazi kjedné mutaci s vyznamnou rezidudlni aktivitou (19-70 % normadlni aktivity)
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a druhé mutaci, ktera zptisobuje deficit ALAD (aktivita je nizsi nez 8 % bézné hodnoty) [31,
33].

Jedna se o nejvzécnéjsi druh z dédicnych porfyrii, jelikoz ve svété je znamo pouze
9 pripadu této nemoci, které byly dosud zdokumentovany. U dvou ptipadl byly projevy nemoci
zaznamenany jiz v kojeneckém véku. V dalSich Sesti pripadech se nemoc zacala projevovat
v détstvi nebo dokonce az v dospivani. Ve vSech pifipadech, u kterych se projevovaly
symptomy onemocnéni, se jednalo o pacienty muzského pohlavi. Jedna se o nevysvétlitelnou
zajimavost, jelikoz u ostatnich akutnich porfyrii jsou symptomatickymi pacientkami prevazné
zeny. U vSech deviti pacientii v§ak byly objeveny zvysené hladiny zinkového protoporfyrinu
v erytrocytech. Prave tento ukazatel naznacuje, ze doslo k poruse syntézy hemu v kostni dieni,

ktera je zpiisobena nedostatkem ALAD [34].

Jednim zpacienti trpicich porfyrii znedostatku 5-aminolevulatdehydratazy
je sedmnactilety pacient z Némecka, ktery trpél velkymi bolestmi bficha a taktéz
polyneuropatii. Pacient také vykazoval oproti normalu nezvykle vysoké hodnoty klinickych
nalezti. Vylucovani kyseliny 5-aminolevulové bylo zvySeno 32krat, celkové vylucovani
porfyrinu (s ptevladajicim koproporfyrinem) bylo zvySeno dokonce 72krat. Zinkovy
protoporfyrin, ktery se vyskytoval v pacientovych erytrocytech byl zvysen 5,4krat oproti bézné

horni hranici normalu a aktivita ALAD byla vyrazné snizena [35].

V ramci rodinné anamnézy pacienta bylo zji$té€no, Ze otec i matka jsou heterozygotnimi
nositeli genu pro deficit ALAD. Dale bylo zjiSténo, ze u pacienta doslo ke dvéma mutacim.
Prvni z téchto mutaci je substituce cytosinu za thymin na pozici 11bp na exonu 3, v ptipadé
druhé mutace se jednd taktéz o substituci, zde vSak cytosinu za adenin, na tomtéz miste.

Prvni ze zminénych mutaci byla nalezena u otce a druha z mutaci u matky pacienta [35].

Pacientovi byla nasazena 1écba pomoci intraven6zné podavanych infuzi hemarginatu,
které mu byly podavany pii akutnich porfyrickych atakach a néasledn€ mu byly v rdmci dalsi
1é¢by podavany jednou tydné po dobu jednoho roku. Hodnota vylu¢ované 5-aminolevulové
kyseliny poklesla na 35 % ptvodnich hodnot, které byly zjistény pied zapocetim 1écby.

Celkové porfyriny v moci nésledné poklesly na 6 % oproti ptivodnim hodnotam [35].

DalSim pfikladem onemocnéni Dossovou porfyrii je piipad ctrnactiletého chlapce
ze Severni Ameriky. U pacienta byly nalezeny 2 na sob& nezavislé mutace v exonu 5 genu

pro ALAD. Jedna z téchto mutaci pochazela od matky, druha pochazela od otce [36].
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Pacient byl pfijat do nemocnice k provedeni vySetieni a 1écbé akutni jaterni porfyrie.
Pacient od svych dvanacti let prodélal 7 zachvatii bolesti bficha, které se vyskytovaly spolecné
se slabosti nohou a rukou. Pfi této hospitalizaci byly u pacienta zjistény zvysSené hodnoty
S-aminolevulové kyseliny a koproporfyrinu v moci. Pacient byl zaléen intravenozné

podavanou glukézou a analgetiky, pricemz doslo k jeho uzdraveni [36].

Nasledné se po zhruba ptl roce u pacienta vyskytly znovu stfevni potize zahrnujici
nechutenstvi, nevolnost zvraceni, zacpu a taktéz se znovu projevily bolesti bficha. V pacientové
rodinné anamnéze se nikdy nevyskytla porfyrie, ani jiné piibuzné onemocnéni. Pii vySetfeni
pacienta se objevily ptiznaky jako hypertenze, tachykardie a mirna horecka. Pacient byl opét
zalécen 10% glukézou, kterda mu byla podavana intraven6zné v mnozstvi 1 litr za 8 hodin,
dale mu byl podavan morfin sulfat, promethazin, klystyr a projimadlo. Po n¢kolika dnech
pfiznaky u pacienta polevily a pacient byl propustén. V nésledujicim roce pacient prod¢lal

jesté dva dalsi porfyrické zachvaty, pti¢emz byl 1é¢en pomoci heminu [36].

Zajimavym pfipadem je vyskyt porfyrie u novorozené §védské divky,
kterd nevykazovala z4dné symptomy této nemoci. Nemoc u novorozence byla objevena

zcela ndhodné, kdyZ byl provadén novorozenecky screening na hereditarni tyrosinémii [36, 37].

Dité¢ se narodilo zdravé a vuréeném terminu. Pfi novorozeneckém screeningu
na hereditalni tyrosinémii byla prokazana sniZzena aktivita ALAD v erytrocytech novorozence.
Podezfeni na hereditarni tyrosinémii ¢i otravu olovem, kterd méa podobné symptomy,

byly vylouceny pomoci dalSich specializovanych testi [37].

V ramci laboratornich vySetfeni bylo zjisténo, ze dit¢ vykazuje zvySenou exkreci
5-aminolevulové kyseliny a koproporfyrinu v moci. Koncentrace protoporfyrinu v erytrocytech
byla taktéZz zvySend. Co se tyCe enzymové aktivity ALAD v erytrocytech, bcéhem
screeningového vySetteni, ta dosahovala pouze 12 % normalnich hodnot. V nasledujicich
dvou letech Zivota ditéte se aktivita ALAD mirné zvysila, ale stale ztstala pod 15 % norméalnich

hodnot [37].

Dalsim ptikladem pacienta, ktery trpi Dossovou porfyrii, je muz z Belgie, u kterého bylo
toto onemocnéni zpozorovano v 63 letech. U pacienta se objevila polycytémie a pacient taktéz
zacal ztracet silu v obou pazich. V rdmci laboratorniho vysetieni byla u pacienta zjiSténa vysoka
plazmaticka koncentrace 5-aminolevulové kyseliny oproti normalni hodnot¢. Na druhou stranu,
porfobilinogen nebyl v plazmé detekovan viibec. Mozné pfi¢iny pacientova stavu,

kterymi by mohly byt naptiklad otrava olovem, tyrosinémie, alkoholismus ¢i cirhoza,
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byly vylouceny pomoci specializovanych testii. Pacientovi byla nasazena 1écba, kdy mu

byla podavéana glukdza, a to jak ordlné, tak i intravenozné [38].

Rodinnad anamnéza ukézala, Ze vnucka, dcera a sestra pacienta mély pfiblizné¢ 50 %
aktivity ALAD oproti normalnim hodnotam. Pravé tato informace naznacuje, ze se v ptipadé

téchto jedincti jedna o heterozygotni pienasece deficitu ALAD [38].

U pacienta byla provedena sekvena¢ni analyza cDNA (komplementarni DNA),
ktera byla izolovéana z lymfoblastoidnich bun¢k a byla transformovana virem Epstein-Barrové.
Analyza odhalila, Ze doslo k tranzici na alele G'”7 na cytosin a G**7 na adenin. Tato tranzice
vedla k tomu, Ze doslo k zdmén¢ aminokyselin Lys59Asn, kdy je lysin nahrazen asparaginem,

a Gly133Arg, kdy dochazi k nadhradé glycinu za arginin [38].

Dal$im ptipadem Dossovy porfyrie je chlapec narozeny v roce 1983. Ihned po porodu
se u pacienta zacala projevovat svalova hypotonie a povrchové dychdni, ackoliv srde¢ni
frekvence byla vnormé. Pacientovi byl podan kyslik, ale bez vysledku.
Pacient byl proto pfevezen na jednotku intenzivni péce. Pfi vySetfeni u pacienta nebyly
pfitomny Morolv ani tchopovy reflex a pacient mél zvétSend jatra. Pacient byl nasledné
zaléCen pomoci antibiotik, fenobarbitalu, dexamethasonu a furosemidu. Ostatni vySetfeni
jako jsou ultrazvuk hlavy a bficha, jaterni testy, hladina kreatininu, test na funkci $titné zlazy

¢1 analyza aminokyselin v plazmé a moci byla v normé [39].

V prvnich tydnech Zivota pacienta nebyly pozorovany Zadné pohyby koncetin a svalova
hypotonie se projevovala dosti vyrazn€. Pacient byl taktéZ zavisly na podpofe dychani.
Po tech tydnech se svalova aktivita v§ak zacala postupné navracet. V péti tydnech véku zacalo
dit¢ pomalu dychat samo bez podpory, zacalo pfijimat potravu a svalovy tonus se zacal
zlepSovat. ZlepSovani zdravotniho stavu pacienta postupné pokracovalo, ale konecna diagnoza

nebyla stale zndma [39].

Dit¢ zacalo postupné stabiln€ sedét, dokazalo se pretacet, motorické dovednosti
se vyvijely a zlepSovaly, naucilo se mluvit, v osmnacti mésicich dokonce chodilo bez opory.
Ptestoze dité prospivalo, rodina u chlapce zpozorovala nékolik problémi. Dit¢ mélo potize

s krmenim, trpélo na Casté respiracni infekce a také opakované zanéty stfedniho ucha [39].

Ve 23 mésicich v€ku pacient odmital stravu i1 tekutiny a stal se podrazdénéjSim.
Taktéz se objevila slabost v obou dolnich koncetinach, nakonec pacient nedokazal ani stat
na nohou, jelikoz mu stani ptsobilo bolest. U pacienta byla provedena elektromyografie,

pfi které bylo prokazano sniZeni motorickych jednotek. O zhruba dva mésice pozdéji pacient
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opét prestal pfijimat potravu a tekutiny a byla prokézana nefunkcnost branice. Pacientovi byl
zaveden centrdlni zilni katetr a 1é¢iva mu zacala byt podavana intraven6zné. O dalSich nékolik
mésict pozdéji se pacientovi dosti zhorSily respiracni potize a pacient zacal byt zavisly
na parentdlni vyzivé. Pacient byl zaléCen podavanim panhematinu po dobu Sesti dni,
ale po podéavani tohoto 1é¢iva nebyl zaznamenan zadny efekt. Nasledné mu tedy byl podavam
hemarginat po dobu ¢tyf dnd, ale ani tento zptsob 1é¢by nevedl ke zlepSeni pacientova stavu

[39].

Pfi laboratornim vySetieni pacienta byly zjiStény dosti zvySené hodnoty
5-aminolevulové kyseliny a koproporfyrinu v moci. Koncentrace porfobilinogenu byla zase
naopak pouze mirn¢ zvySena. Koncentrace porfyrini v erytrocytech byla taktéz vyrazné
zvySend. Pacientovi byl podéan dithiotreitol, zinek, mangan nebo jejich kombinace, cozZ mélo

za cil obnovit aktivitu 5-aminolevulatdehydratazy, ¢ehoz v§ak nebylo dosazeno [39].

3.1.2 Akutni intermitentni porfyrie

Akutni intermitentni porfyrie (AIP) je autozomalné dominantn€ dédicné onemocnéni.
Tento druh porfyrie je zpiisoben mutacemi genu pro enzym hydroxymethylbilansyntazu,
ktery je vSak zndm také jako porfobilinogendeamindza. Aktivita tohoto enzymu je
oproti normalnim hodnotdm polovi¢ni. Pravé snizend aktivita porfobilinogendeaminazy
anadmérna exprese ALASI vede khromadéni prekurzorit porfyrin, kterymi jsou
5-aminolevulova kyselina a porfobilinogen. Tyto prekurzory se uvoliiuji z jater do obéhu [40—

43].

Mutace genu pro porfobilinogendeamindzu se nachéazeji v chromozomalni oblasti
11g24.1-24.2. Tyto mutace mohou zahrnovat missense mutace, nonsense mutace, delece,
inzerce ¢i duplikace. Enzym porforbiligendeaminéza se také vyskytuje ve form¢ konstitutivni
a v erytroidni izoformé. VétSina pacientl trpicich akutni intermitentni porfyrii nese mutace
v exonu 3-15. Pravé tyto mutace ovliviiuji jak konstitutivni, tak i erytroidni izoformu enzymu.
Bylo identifikovano vice nez 500 rtiznych druhii mutaci v genu pro porfobilinogendeaminézu.
U akutni intermitentni porfyrie se taktéZ projevuje heterogenita, jelikoz mutace, které k ni
vedou jsou velmi Casto specifické pro jednotlivé rodiny nebo se vyskytuji jen u n€kolika malo
rodin bez piibuzenského vztahu. Korelace mezi genotypy a fenotypy akutni intermitentni
porfyrie zatim nebyla jasné€ stanovena. Studie vSak naznacuji, Ze jednotlivé mutace mohou vést

k riznym fenotyptiim a mohou zptisobovat rozdily v klinické penetraci [44, 45].
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Pacienti trpici akutni intermitentni porfyrii vykazuji neuroviscerdlni a psychiatrické
symptomy. Dale se mohou objevovat bolesti bficha, nevolnost, zacpa, ale i zmény v chovani
pacienta. Pacient mlze byt vice podrazdény, méa problémy se spankem, mize trpét emocni
labilitou a kvili nadmérné aktivité sympatiku se u néj miize projevit hypertenze ¢i tachykardie
a také se u n¢j mize projevovat neuropatie (viz obr. 11). Béhem tézkych zéachvath
muze dochazet u pacienta k bezvédomi ¢i dokonce komatu. Taktéz mize dochazet
k progresivni slabosti koncetin v disledku motorické axonopatie. Pokud symptomy,
které pacient vykazuje, nejsou fadné diagnostikovany a neni urcena pficina, mize u pacienta
dojit k trvalym nésledkim ¢i smrti. Klinické projevy nemoci totiz byvaji velmi casto
nespecifické a diagndza onemocnéni je tudiz ztizena. Diku tomu miize byt akutni intermitentni
porfyrie velmi Casto zaménovana za akutni encefalopatii. VéEtSina pacientl trpicich akutni
intermitentni porfyrii zaZije béhem svého zivota jen nc¢kolik malo zéachvatl, avSak zhruba

3-5 % pacienti trpi zachvaty opakované [26, 40, 42, 43].

Obrazek 11: Motoricka axonalni neuropatie extenzort ruky pacienta s akutni intermitentni porfyrii;
pievzato z [26]

Jednim z pfipadt akutni intermitentni porfyrie je pfipad jednactyficetileté Zeny,
u které se ptivodné predpokladalo, ze trpi neuralgickou amyotrofii. U pacientky se projevovaly
nékolik tydnt trvajici bolesti hlavy, dusnost a ubytek hmotnosti. V kazuistice bylo uvedeno,
ze pacientka trpéla fibromyalgii, kvlli které 5 let uzivala morfin. Pacientka byla také déle

uzivatelkou konopi. Laboratorni vySetfeni objevilo t€Zkou anemii, kdy byla pacientce podana
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infuze. Ostatni vySetieni jako je CT hrudniku a bficha C¢i gastroskopie byla v normé.
Béhem hospitalizace se u pacientky zacaly projevovat silné bolesti v oblasti bficha, které vSak

byly povazovany za abstinenc¢ni ptiznaky v dasledku vysazeni konopi [46].

O mésic pozdé&ji se u pacientky zacaly objevovat bolesti hornich koncetin, bolesti ramen
a trupu, které nepolevovaly ani po podéani 1é¢iva Tramadolu. Po vysetfenich nervového systému
pacientky byla stanovena diagnoza neuralgické amyotrofie. U pacientky bylo v nésledujicich
mésicich pozorovano zlepSeni ptfiznakli nemoci. Po Ctrnacti mésicich od pocatki projevu
onemocnéni vSak u pacientky doslo k zhorSeni piiznaki a pacientka prodélala relaps. Vyskytla
se motorickd slabost vlevé horni konceting, pacientka trpéla bolestmi bficha a zacpou

a po zahdajeni 1éCby opioidy se u pacientky zacaly objevovat halucinace [46].

U pacientky bylo dva mésice po relapsu provedeno laboratorni vySetieni,
jelikoz ptiznaky, kterymi pacientka trpéla, nebyly pro neuralgickou amyotrofii typické.
Kromé snizené extenze prsti na levé ruce a sniZzené nervové aktivité se zjistilo, Ze moc
pacientky ma oranzovou barvu. Pfi vySetfeni moci byly zjiStény zvySené hodnoty
5-aminolevulové kyseliny a porfobilinogenu. Biochemické vySetfeni poukazovalo na akutni
intermitentni porfyrii, coz nasledné potvrdily 1 genetické testy. Pacientka byla nésledné
zaléCena podadvanim heminu po dobu ¢étyf dni, aby dosSlo k potlaceni akutnich ptiznakt
a nasledné ji byla po dobu jednoho mésice podavana infuze Givosiranu. Po ukonceni 1écby

pacientka neprodélala zadné dalsi ataky [46].

3.1.3 Porphyria cutanea tarda

Porphyria cutanea tarda (PCT) je nejcastéjsi formou chronickych porfyrii a postihuje
zhruba 1 z 10 000 osob. Nemoc je zptsobena defekty v enzymu uroporfyrinogendekarboxylaze
(UROD). Existyji 2 typy této mnemoci. Typ 1 je zplsoben inhibici
uroporfyrinogendekarboxylazy fadou faktorti jako je alkohol, koufeni, virovad infekce
¢1 ptetiZzeni zelezem. Typ 2 je autozomdln¢ dominantné dédicny a je zpiisobeny mutaci v genu
pro uroporfyrinogendekarboxylazu. Typ 1 se nej€astéji projevuje ve sttednim veéku, zatimco typ
2 se muze projevit jiz diive. K rozvoji tohoto onemocnéni jsou velice nachylni pacienti,
kteti trpi chronickym selhanim ledvin. Pravé u téchto pacientli totiz dochézi k ptetizeni Zelezem

a selhani schopnosti vylu¢ovani porfyrinti moc¢i [47-50].

Mezi nejcastéjsi piiznaky tohoto onemocnéni patii kiehkéd kiize na rukou a obliceji,
tvorba bolestivych puchyit (viz obr. 12) ¢i fotosenzitivita. U pacientl se dale mlize projevovat

skrvnitd pigmentace, tvorba jizev, hypertrich6za ¢i onycholyza [49].
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Obrazek 12: Puchyfe na rukou pacienta trpiciho onemocnénim porphyria cutanea tarda; pievzato
z [51]

Zakladem 1écby tohoto onemocnéni je vyhybani se slunecnimu zafeni a noSeni
ochrannych pomtcek ke snizeni poSkozeni kiize, jako je klobouk ¢i rukavice. Déle by mélo
dojit k oSetfeni vznikajicich puchyil a poskozené kize. Pacientim taktéz mizZe byt podavan
chlorochin, ktery poméha snizovat hladinu porfyrini tim, Zze je vaze a usnadiiuje jejich
vylu¢ovani. Nevyhodou chlorochinu vsSak je, Ze dokdze wvyvolat jaterni nekrdzu.
Jednim z dalSich casto pouzivanych zplsobli k [é€bé tohoto onemocnéni je flebotomie.
Dale bylo zjisténo, Ze vramci lécby lze vyuzit 1é¢ivo cimetidin, které je antagonistou
histaminovych H2 receptori. Cimetidin snizuje aktivitu jaterni aminolevulatsyntazy
a diky tomu dochazi ke snizeni vylu¢ovani kyseliny 5-aminolevulové moc¢i. Kromé toho bylo
zjiSté€no, Ze cimetidin ma taktéz pozitivni uc¢inky na lécbu koznich pfiznakd onemocnéni [52,
53].

Jednim z pifipadii onemocnéni porphyria cutanea tarda je ptipad muZe ve véku 77 let,
ktery trp€l na bolestivé puchyte. Kromé toho pacient trpél onemocnénim diabetes mellitus
2. typu, hyperlipidémii, hypotyred6zou a polycytemii bez zjevné pfiiny. U pacienta
bylo provedeno laboratorni vySeteni, pii kterém byla prokazana zvySena hladina Zeleza,
zvySend hladina transferinu, feritinu i hemoglobinu. Kromé toho byly zvySené i celkové
porfyriny v moc¢i (hlavné tedy uroporfyrin, porfobilinogen byl v normé). Pravé tyto zvysené
hladiny potvrdily pfitomnost onemocnéni porphyria cutanea tarda. Diky zvySenym hladinam
zeleza a feritinu by proveden geneticky test na hemochromatézu, ktera byla taktéZ potvrzena

[51].
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Vramci 1écby bylo pacientovi doporueno vyhybat se sluneénimu zéfeni.
Dale mu bylo doporuceno uzivani antibiotické masti Bacitracin, Neomycin a Polymyxin B.
Pokud by u pacienta doslo k dalSimu zhorSeni tvorby puchytii, bylo mu doporuceno zacit uzivat

Doxycyklin [51].

3.1.4 Porphyria variegata

Porphyria variegata (VP) je dalSi z hepatalnich porfyrii. Je zpusobena defektem
v enzymu protoporfyrinogenoxidaze, kdy je jeho aktivita snizena zhruba na polovinu.
Jedna se o enzym z biosyntetické drahy hemu, ktery katalyzuje oxidaci protoporfyrinogenu
na protoporfyrin. Porphyria variegata je onemocnéni, které je autozomalné¢ dominantné
dédicné. Gen, ktery koduje enzym protoporfyrinogenoxidazu, se nachazi na chromozomu 1q22.
V ramci mutaci byly zaznamendny delece, inzerce, sestfihy, missense a nonsense mutace [54,

55].

Nemoc se projevuje vyskytem zvySenych hladin protoporfyrinu a koproporfyrinu
ve stolici, obCasnym zvySenim porfyrinli v moc¢i a také zvysSenim kyseliny 5-aminolevulové
a porfobilinogenu v mo¢i béhem akutnich porfyrickych zachvatl. Hromadéni zminénych
prekurzorii porfyrinti néasledné vede k neurovisceralnim krizim. Neuroviscerdlni zachvaty
se mohou vyskytovat bud’ samostatné, nebo v kombinaci s koznimi pfiznaky. Mezi kozni

ptiznaky se tadi vyskyt koznich 1ézi, zvySena citlivost klize na svétlo, kiehka kize, sklon

-----

Spravna diagnostika onemocnéni je pro lécbu velmi dualezitd. V dneSni dobé
1ze variegatni porfyrii diagnostikovat relativné dobfe, jelikoz klinicky obraz tohoto onemocnéni
je dobfe znam. Jak bylo vySe zminéno, u pacientd trpicich variegatni porfyrii se velmi ¢asto
vyskytuji koZni 1éze, které jsou snadno rozpoznatelné a poukazuji na jednu z koznich forem

porfyrii (bud’to se jednd o variegatni porfyrii nebo o porfyrii cutanea tarda) [57].

Jednim z ptikladi onemocnéni je ptipad zeny ve veéku 35 let, ktera byla piijata
do nemocnice s artropatii postihujici klouby rukou, nohou a ky¢li. U pacientky byl proveden
test na prikaz revmatoidniho faktoru, ktery vSak vySel negativné a mohlo tak byt vylouc¢eno
onemocnéni v podobé revmatoidni artritidy. O dva roky pozdéji se u pacientky zacala

vyskytovat naCervenala moc¢ a nasledné také puchyte, které se tvotily po pobytu na slunci [58].

Ve véku 40 let se u pacientky podaiilo diagnostikovat porfyrii na zdkladé¢ laboratorniho
vySetieni, které odhalilo zvySené vyluCovani kyseliny S-aminolevulové, porfobilinogenu

a koproporfyrinu moc¢i. V ramci 1é¢by bylo pacientce doporuceno vyhybat se slunci a k tomu ji
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bylo nasazeno lécivo prednisolon. Ve 45 letech se u pacientky zacaly projevovat akutni
porfyrické zachvaty v podob¢ nevolnosti, zvraceni a klonickych kieci. Pacientka byla zalécena

podavanim glukdzy a heminu [58].

Ve 47 letech pacientka musela v ramci 1€¢by podstoupit hemodialyzu a taktéz se u ni
objevilo srdecni selhdni. Ve 49 letech u pacientky doslo ke zhorSeni koznich ptiznakt a taktéz
gastrointestinalnich pfiznakd. Pacientka nakonec zemfela na anémii a trombocytopénii,

jelikoz u ni doslo ke krvaceni z gastrointestinalniho traktu [58].

3.1.5 Hereditarni koproporfyrie

Hereditarni koproporfyrie (HCP) je autozomalné¢ dominantné¢ dédicné onemocnéni.
Je zplisobeno nedostatkem enzymu koproporfyrinogenoxidazy, ktery katalyzuje preménu
koproporfyrinogenu III na protoporfyrinogen IX. U pacientd se vyskytuji pifevazné
heterozygotni formy tohoto onemocni, kdy je aktivita enzymu snizena na zhruba 50 %.
Vyjimecéné se v§ak mohou vyskytovat i homozygotni defekty. Zatim bylo diagnostikovano vice
nézZ 65 mutaci v genu pro koproporfyrinogenoxiddzu, kdy pfevazuji missense mutace.

Dale se vS§ak mohou vyskytovat i nonsense a frameshift mutace a poté i inzerce ¢i delece [59—

61].

U pacientt trpicich hereditarni koproporfyrii 1ze nalézt zvysené hladiny prekurzort
porfyrinu, hlavné porfobilinogenu, koproporfyrinu III a kyseliny 5-aminolevulové v moci,
pfipadné¢ ve stolici. Mezi pfiznaky tohoto onemocnéni se ftadi bfiSni problémy,
kardiovaskularni, neurologické a psychiatrické piiznaky. Zhruba u 20 % pacientl
se taktéz mohou vyskytnout kozni ptiznaky zahrnujici kozni 1éze a fotosenzitivitu.
Hereditarni koproporfyrie se velmi cCasto objevuje v dospivani. Akutni zéachvaty
mohou byt vyvolany mnoha faktory — napfiklad diky hladovéni, pozivani alkoholu, uZivani
hormont ¢i sulfonamidovych antibiotik ¢i jinych 1€k, ptipadné se na rozvoji onemocnéni

muze podilet i stres [59-61].

Ptipadem onemocnéni hereditarni koproporfyrii je Zena ve véku 21 let, ktera se dostavila
k Iékafskému oSetfeni se zvracenim, bolestmi bficha a myalgii. Na zdklad¢ anamnézy
bylo u pacientky diagnostikovano virové onemocnéni a byla propusSténa do doméci péce.
JelikoZ ptiznaky u pacientky dale pfetrvavaly, dostavila se za 2 dny na pohotovost znovu.
K pfedchozim ptiznakim se piidaly 1 bolesti v zddech, které postupovaly do stehen.

Veskera vySetfeni byla opét v normée a pacientka byla znovu propusténa [62].
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U pacientky i po dalSich tfech dnech pfetrvavala myalgie a zvraceni, bolesti bficha
se stupfiovaly. V ramci biochemického vySetieni bylo zjisténo, Ze pacientka trpi hyponatrémii,
ma nizkou osmolalitu krevniho séra, vysokou osmolalitu moci a taktéz vysokou hladinu sodiku
v moci. Pacientka byla pielozena na internu a nasledné se u ni projevil generalizovany zachvat.
Pravé tento zachvat poukdzal na moznost onemocnéni porfyrii, coz se naslednym
biochemickych vysetfenim potvrdilo. U pacientky byly nalezeny zvySené hodnoty porfyrint
vmoci. Nasledné¢ byla také nalezena nova  missense  varianta v genu
pro koproporfyrinogenoxidazu c.863T > G, kdy dochazi k zdméné thyminu za guanin a zaroven

dochdzi k zaméné aminokyselin Leu288Trp, tedy k zdméné leucinu za tryptofan [62].

V ramci 1écby byl pacientce podavan hemarginat, ktery mél pozitivni G€inek na bolesti
bticha. Déle bylo zjisténo, Ze v rozvoji onemocnéni u pacientky hréala klicovou roli nelécené
hypertenze. V ramci rodinné anamnézy se ukézalo, Ze pacientka mé v rodin¢€ dalsi tfi rodinné

prislusniky, ktefi maji mutaci v genu pro koproporfyrinogenoxidazu [62].

3.1.6 Lécba hepatalnich porfyrii

Nejbeznéji uzivanou lé¢bou jaternich porfyrii je pouziti hemarginatu, ktery je pacientiim
podavan intraven6zng. NejpouzivanéjSimi 1é¢ivy jsou Normosang a Panhematin (vyuzivan
v USA). Jedna se o koncentrovany roztok lidského heminu, ktery tvofi stabilizovany komplex
s argininem. VySe zminéna 1éCiva potlacuji aktivitu jaterni aminolevulatsyntazy a tim dochézi
ke sniZzeni produkce porfyrinti a jejich prekurzorGi jako je kyselina S5-aminolevulova

a porfobilinogen [63].

Léc¢ivo Normosang by mélo byt podavano po potvrzeni jaterni porfyrie u pacienta
na zaklad¢ kritérii jako jsou biochemické testy, rodinna anamnéza ¢i dle presvédcivych
klinickych ptiznakii onemocnéni. Lé€ivo by mélo byt podavano v davce 3 mg/kg jednou denné
po dobu ctyt dnti. Dale by mélo byt natedéné ve 100 ml 0,9% chloridu sodného a podavano
intravenozni infuzi po dobu alespon 30 minut do velké piedloketni nebo centralni zily. Lécba
Normosangem muze byt ovlivilovdna nékolika faktory — naptiklad hladovénim ¢i uZivanim
l1é¢iv jako jsou estrogeny, barbiturdty a steroidy. Tyto zminéné piipravky totiz mohou

indukovat aktivitu aminolevulatsyntazy [64, 65].

V ramci 1écby hepatélnich porfyrii se béZné pouZiva eliminace precipitujicich faktorii
(mezi které patii naptiklad léky, hladovéni, stres, infekce, koufeni, alkohol atd.), podpiirna

lécba (Iéky na bolest, tachykardii, nevolnost apod.) a lécba nasycenim sacharidy.
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Pokud u pacienta dojde k t¢Zkému zachvatu, méla by byt bezodkladné zahajena 1écba heminem,

ktera je béznym standardem [64, 65].

V roce 2019 bylo pro 1écbu hepatalnich porfyrii u dospélych pacientti schvaleno 1é¢ivo
Givosiran. Jedna se o 1éCivo na bazi interferujici RNA (siRNA), ktery plisobi na mRNA jaterni
aminolevulatsyntazy a tim zabranuje hromadéni kyseliny 5-aminolevulové a porfobilinogenu.
U pacienti trpicich akutni intermitentni porfyrii, ktefi podstoupili 1écbu Givosiranem,
doslo k trvalému  snizeni  hladin  porfobilinogenu i1  kyseliny  5-aminolevulové.
Akutni a chronické projevy onemocnéni ¢i bolest se taktéz zlepSily a u pacientti doslo ke snizeni
uzivani analgetik béhem porfyrickych zachvati. Pfi pouzivani l1éCiva vSak muize dochazet
k nezddoucim uc¢inktim jako jsou tinava ¢i nevolnost a u nékterych pacientl se mize vyskytovat

hyperhomocysteinémie [65-68].

3.2 Erytropoeticka porfyrie

3.2.1 Kongenitalni erytrypoeticka porfyrie

Mezi erytropoetické porfyrie se fadi kongenitalni erytropoeticka porfyrie (CEP),
ktera je taktéz znama jako Giintherova nemoc. Tento nazev nese, jelikoz vroce 1911
bylo zjisténo Hansem Gilinterem, ze se jedna o metabolickou poruchu. Kongenitalni
erytropoetickd porfyrie je vzacné autozomalné recesivni onemocnéni, u kterého dochazi
k poruse funkce enzymu uroporfyrinogen-IlI-syntazy. Jednd se o Ctvrty enzym uplatiujici
se pii biosyntéze hemu, kteryje zodpovédny za pfeménu hydroxymethylbilanu
na uroporfyrinogen III. Gen zodpovédny za mutaci tohoto enzymu se nachazi na chromozomu
10g25.2-q26.3. Nejcastéji vyskytovanou mutaci u kongenitalni erytropoetické porfyrie je
Cys73Arg, kdy dochazi k zaméné cysteinu za arginin, celkové vSak mutaci bylo popsano
zhruba 40. Nékteré piipady tohoto onemocnéni jsou vSak spojeny s mutaci na genu GATAI,

ktery je lokalizovan na chromozomu X [69-74].

Dtsledkem  sniZzené  aktivity = uroporfyrinogen-Ill-syntazy  je  hromadéni
uroporfyrinogenu I a koproporfyrinogenu I v ¢ervenych krvinkach a také v kostni dfeni.
Tyto porfyriny se vyznacuji fotoreaktivitou, coZ znamena, Ze pii vystaveni se slune¢nimu
¢i ultrafialovému zareni, dochdzi k poSkozeni kiize (viz obr. 13). U pacientii trpicich
kongenitéalni erytropoetickou porfyrii se vyskytuje fotosenzitivita, kozni 1éze, vznik puchyit
aposkozeni kiize. Pacienti dile mohou trpét anémii, leukopenii ¢i trombocytopenii.
Dalsim typickym projevem kongenitalni erytropoetické porfyrie je mo¢ riizové az Cervené

barvy. Dosud bylo zdokumentovano zhruba 250 ptipadi kongenitalni erytropoetické porfyrie,
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které poukazuji na heterogenitu klinickych projevii tohoto onemocnéni. U kongenitalni
erytropoetické porfyrie je taktéz prokdzano, Ze onemocnéni nemé zadnou spojitost

s demografickymi rysy a vyskytuje se napii¢ vSemi etnickymi skupinami [71, 73, 75].

Obrazek 13: Hyperpigmentace na rukou pacientky trpici kongenitalni erytropoetickou porfyrii;
prevzato z [74]

Ptipadem kongenitdlni erytropoetick¢é porfyrie je muz ve véku 22 let,
u kterého se objevilo znetvotfeni prsti, usi a riZov€ zbarvend moc¢. Uz od détstvi se u néj
na obli¢eji a na hornich koncetinach objevovala vyrazka ve formé puchyii poté, co byl
vystaven pobytu na slunci. Z tohoto diivodu byl pacient sledovan na riiznych dermatologickych
klinikach. V roce 2017 pacient podstoupil vySetieni ve zdravotnickém zatizeni, pfi kterém u né;j
Slo pozorovat zmrzacené ukazovacky, poskozenou nosni prepazku, fialové dasn€ a taktéz

¢ervené zbarvenou moc [76].

U pacienta bylo vysloveno podezieni na porfyrickou poruchu, kterou pozdéji potvrdilo
laboratorni vySetfeni. V ramci diagnostiky byla potvrzena anémie, zvySend koncentrace
uroporfyrinu I a koproporfyrinu I v mo¢i a dale byla prokdzdna snizend aktivita enzymu
uroporfyrinogen-Ill-syntdzy. Pacientovi byla nasazena podplrna 1é¢ba pomoci antibiotik,

suplementace vitaminu D a taktéz pouzivani opalovaciho krému [76].

3.2.2 Lécba erytropoetickych porfyrii

V ramci 1éCby erytropoetické porfyrie hraje dilezitou roli podpiirné 1écba. Mezi tu spada
vyhybani se slune¢nimu a UV zéfeni, noSeni ochrannych pomtcek jako jsou rukavice,
klobouky ¢i slune¢ni bryle a také je Zddouci minimalizovat poskozeni kiize, které vede k tvorbé

puchyii. Pacienti by taktéz méli pouzivat opalovaci krémy, které obsahuji oxid zinecnaty
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¢i oxid titani¢ity. U pacientli, u nichz se vyskytuje hemolytickd anémie, jsou v ramci 1écby

kazdé 2—4 tydny podéavany krevni transfuze [77].

Pacienti, kteifi trpi tézkou formou kongenitadlni erytropoetické porfyrie
mohou podstoupit transplantaci hematopoetickych kmenovych bun¢k. U tohoto 1éCebného
postupu je zatim vSak relativné vysoké riziko Umrti, a proto je urena primarné¢ pouze
pro pacienty s tézkou formou porfyrie, kteti jsou zavisli na transfuzich. V rdmci tohoto
1é¢ebného postupu jsou pouzity krvetvorné buniky od darce, ktery je bud’'to pfibuznym pacienta
a vyskytuje se un¢j shoda transplantac¢nich znakt, nebo se jedna o dobrovolnika z registru

darcu [77-80].

3.3 Ostatni porfyrie

3.3.1 Erytropoeticka protoporfyrie

Erytropoetickd protoporfyrie (EPP) je autozomdlné dominantni onemocnéni,
které je zpiisobené nedostatkem enzymu ferrochelatdzy, ktery katalyzuje interkorporaci Zeleza
do protoporfyrinu IX za vzniku hemu. Diky nedostatku ferrochelatazy dochazi k hromadéni
protoporfyrinu v kostni dfeni, plazmé, erytrocytech a ve zlu€ovém systému. Pokud je pacient
s erytropoetickou protoporfyrii vystaven svétlu, dochdzi u né¢j k fototoxickym zachvatiim
(viz obr. 14). Tyto z&chvaty mohou zacinat mirnym svédénim ¢i palenim, ptfi dlouhodobém
vystaveni svétlu vSak zachvaty mohou piejit do t€z8i formy. Pacientim posléze na bolest
nezabiraji ani analgetika azotaveni trva vfaddu dnt. Tyto zachvaty jsou zplisobeny
diky hromadicimu se protoporfyrinu, ktery je aktivovan svétlem a dochdzi k produkci
reaktivnich forem kysliku, aktivaci endotelu a poskozeni cév. Hromadici se protoporfyrin
ma taktéZ vliv na funkci a strukturu jater. Protoporfyrin, ktery neobsahuje kov, ma v plazmé
lipofilni povahu, a proto je vychytavan jatry. Poskozeni jater u né€kterych pacientt trpicich timto
onemocnénim miize dokonce vyzadovat transplantaci jater. Hepatotoxicita, ktera v ramci

tohoto onemocnéni taktéz vznika, je dana tvorbou toxické zluci [81-85].
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Obrazek 14: Kozni nalezy u pacientl s erytropoetickou protoporfyrii; 14A — détsky pacient s kozni
vyrazkou v obliceji, 14B — tvorba jizev u dospé€lé pacientky béhem fototoxického zachvatu; prevzato
a upraveno z [85]

Z genetického hlediska se u pacient zhruba v 96 % pfipadl vyskytuje mutace
c.315-48T>C, taktéz oznaCovana jako hypomorfni alela. Mutace na této alele vede k vyuziti
abnormalniho sestfihu a v kombinaci s missense a nonsense mutacemi na alele druhé,

dochazi ke snizeni aktivity enzymu ferrochelatazy o 75 % a vice [86].

Ptipadem erytropoetické protoporfyrie je divka narozend v Polsku, u které se jiz
od rané¢ho véku zacala projevovat kozni vyrazka na rukou i v obliceji. Laboratorni vySetieni
odhalilo zvySeny kreatinin a taktéz cholestazu. Pfedpokladané infekcni pfiCiny cholestazy
byly vylouceny. V osmi meésicich véku byla pacientka hospitalizovand kvili Zloutence
a podezieni na stafylokokovou infekci. U pacientky byla zaznamenana hepatosplenomegalie,
déle normocytarni anemie a srde¢ni selhani potvrzené vysledky echokardiografie. U pacientky
padlo podezieni na Gaucherovu chorobu, ktera vSak byla v ramci laboratorniho vySetieni
vyloucena. Jelikoz ani za pomoci laboratorniho vySetieni i symptomt nebylo mozno prokazat

diagnozu, bylo provedeno sekvenovani exomu [87].

U pacientky byly zjistény 2 heterozygotni missense mutace v genu kodujicim
ferrochelatdzu. V ramci rodinné anamnézy bylo taktéz zjiSténo, Ze u matky pacientky
se vyskytuje mutace ¢.581 A>G, kdy dochazi k zdmén¢ adeninu za guanin a u otce ¢.596C>T,
kdy dochazi k zaméné cytosinu za thymin. V rdmci dalS§iho laboratorniho vySetfeni byly
zjistény zvysené hodnoty protoporfyrinu IX v ervenych krvinkach. Pravé laboratorni vysledky

v kombinaci se sekvenovanim exomu potvrdily diagnézu erytropoetické protoporfyrie [87].
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Ve 2 letech véku u pacientky doslo ke zhorSeni hepatosplenomegalie a cholestazy
anasledn¢ taktéz doslo ke zvySeni protoporfyrinu v erytrocytech. Ve 26 mésicich veéku
se u pacientky rozvinula virova pneumonie v kombinaci s akutnim respiracnim selhanim.
Dale u pacientky nastalo progresivni srdecni selhani, progresivni koagulopatie a zhorsujici se
funkce ledvin. V 31 mésicich vé€ku u pacientky doslo k selhani zivotn¢ dulezitych organi,

jehoz nasledkiim nakonec pacientka podlehla [87].

3.3.2 Hepatoerytropoeticka porfyrie

Hepatoerytropoetickd porfyrie (HEP) je velmi vzicné autozomaln€ recesivni
onemocnéni, které je zplsobené homozygotni mutaci vgenu pro enzym
uroporfyrinogendekarboxylazu. Uroporfyrinogendekarboxyldza katalyzuje dekarboxylaci
uroporfyrinogenu III za vzniku koproporfyrinogenu, tedy paty krok biosyntézy hemu. Gen
pro uroporfyrinogendekarboxyldzu se nachdzi v chromozomalni oblasti 1p34. V dasledku
snizené aktivity enzymu uroporfyrinogendekarboxyldzy taktéz vznikd i onemocnéni porphyria
cutaea tarda, které¢ vSak bylo popsdno jiz v kapitole 3.1.3. U hepatoerytropoetické porfyrie
je aktivita uroporfyrinogendekarboxylazy snizena na 10 % (¢i dokonce mén¢) jeji plivodni

24

[88-90].

Onemocnéni se projevuje jiz v raném véku, ale nékteré pfipady hepatoerytropoetické
porfyrie se v mirné formé mohou projevit az v dospélosti. Zaroven se také jedna o dalsi typ
porfyrie s koznimi projevy jako je fotosenzitivita, kiehkost klize, hypertrichdza, erytrodoncie
amoc¢ zbarvend do Cervena ¢i rizova. TaktéZ se mohou objevit nejriznéjsi hematologické

projevy, véetné hemolytické anémie [88, 90, 91].

Piipadem onemocnéni hepatoerytropoetickou porfyrii jsou tfi sourozenci,
u kterych se toto onemocnéni rozvinulo. Jednim ze sourozenct je sedmileta divka, u niz byla
zaznamenana tvorba jizev na predlokti a rukou a dale se potykala se ztratou nehtt.
Tyto ptiznaky se u pacientky zacaly objevovat po expozici sluneénimu zafeni. V anamnéze
byla taktéZ u pacientky zaznamendna novorozenecka trombocytopenie, hemolytickd anemie
a moc¢ ¢erveno-hnédé barvy. Mimo to pacientka vykazovala poruchu feci a Spatnou koordinaci

[91].

Dalsi vySetfeni odhalilo tvorbu jizev na obliceji a hibetech rukou, hyperpigmentaci
v obliceji, hypertrichdozu a nahnédlé zuby (viz obr. 15). Podobné ptiznaky vykazovali i dva

z pacient¢inych sourozenct — bratr ve v€ku 11 let a sestra ve v€ku 10 let. Ani u jednoho
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ze star§ich sourozencii se na rozdil od pacientky nevyskytovala fotosenzitivita. Kvili koznim
priznakiim zahrnujicim jizvy, které ptfipominaly popaleniny od cigaret, bylo vysloveno

podezieni na tyrani déti [91].

Obrazek 15: Kozni nalezy sourozenct trpicich onemocnénim hepatoerytropoeticka porfyrie; prevzato
a upraveno z [91]

Vramci biochemického vySetfeni byla nakonec sourozencim diagnostikovana
hepatoerytropoetické porfyrie. U sourozencii byly nalezeny zvySené hladiny porfyrinii v moci
a v ramci genetického testovani byla prok4zana sniZzena aktivita uroporfyrinogendekarboxylazy
v erytrocytech. Genotypizace u pacientky a jeji sestry taktéz odhalila heterozygotni mutaci

His63Asp, kdy dochézi k zdméné histidinu za kyselinu asparagovou [91].
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4 Diagnostika porfyrii
Laboratorni vySetfeni je dulezitou a potfebnou soucasti v rdmci diagnostiky porfyrii.
Vysetteni se v provadi v zasad¢ ve tfech ptipadech:

1. U pacienta se objevuji kozni pfiznaky nebo jaterni 1éze nejasného pivodu. Pii vySetieni
sbirané moci se nachazi velky odpad celkovych porfyrini pii normalnich hladinach
porfobilinogenu a kyseliny 5-aminolevulové v ranni mo¢i [92].

2. Vramci akutni porfyrické ataky se u pacienta objevuji zvySené hladiny celkovych
porfyrint ve sbirané moci, tak i zvySené hladiny porfobilinogenu a kyseliny
S-aminolevulové v ranni moci [92].

3. Tireti situaci je nalez u pacienti mimo porfyrickou ataku, ktery se miize zdat normalni.
Pokud je vSak naptiklad v ramci rodinné anamnézy podezieni na onemocnéni porfyrii,
provadi se chromatografické vysetfeni porfyrinii ze vzorkl stolice a dale se provadi

vySetfeni emisniho maxima plazmatickych porfyrini [92].

Biochemické vySetieni pro diagnostiku porfyrii zahrnuje kvantifikaci porfyrinti a jejich
prekurzort v biologickych vzorcich jako je moc, stolice a krev. Velice Casto se stanovuje
kyselina 5-aminolevulova a porfobilinogen v mo¢i ¢i plazmé&, déale se stanovuji celkové
porfyriny v moci a stolici. Taktéz se vyuziva frakcionace porfyrinli metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC) a stanoveni emisniho maxima plazmatickych porfyrint [92,

93].

Pti diagnostice porfyrii je taktéz duleZzité rozlisit, zda se opravdu jedna o porfyrickou
nemoc, nebo klinicky obraz miiZze poukazovat i na jiny zdravotni problém. Podobné ptiznaky
jako akutni porfyrie jevi i1 otrava olovem ¢i pacienti mohou trpét takzvanou sekundarni
koproporfyrinurii. Typické vysledky biochemickych vySetfeni v ramci diagnostiky porfyrii
jsou shrnuty v tabulce 4 [92].
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Tabulka 4: Typické vysledky stanoveni kyseliny 5-aminolevulové, porfobilinogenu a odpadu
celkovych porfyrinti v ramci diagnostiky porfyrii; pfevzato a upraveno z [92]

Druh onemocnéni Kyselina Porfobilinogen Odpad celkovych
5-aminolevulova porfyrini
Porphyria cutanea V normé¢ V normé¢ >500 png/24 h
tarda
Ataka akutni Zvyseni Zvyseni >500 ug/24 h
porfyrie
Akutni porfyrie V normé V normé V normé
Vv remisi
Sekundarni V normé V normé 200-500 pg/24 h
koproporfyrinurie
Otrava olovem ZvysSeni V normé >200 pug/24 h

Co se tyce referencnich hodnot, tak koncentrace porfobilinogenu v Cerstvé ranni moci
by se mé¢la pohybovat do 0,25 mg/dl a koncentrace kyseliny 5-aminolevulové by méla byt
do 0,45 mg/dl. Koncentrace celkovych porfyrini v moc¢i by méla mit hodnotu do 200 pg/24 h
a koncentrace celkovych porfyrint ve stolici by se méla pohybovat do 200 ng/g susiny [92].

4.1 Spektrofotometrické stanoveni porfyrini

Spektrofotometricka metoda je vyuzivana jakozto screeningova metoda pro stanoveni
celkovych porfyrini v moci. K 1 ml vzorku moci se pfida 250 pl kyseliny chlorovodikové.
Takto pfipraveny vzorek byl odstiedén v centrifuze po dobu 10 minut pifi 2500 g.
Nésledné je méfena hodnota absorbance pfi vlnové délce 405 nm. Hodnota absorbance je poté
vynasobena koeficientem 2520, ktery byl odvozen z molarni absorptivity jednotlivych
porfyrinl. Mo¢ totiZ obsahuje smés porfyrinii, znichz mé kazdy jiny molarni absorpéni
koeficient. Vychazi se z ptredpokladu, Ze se jednd zejména o koproporfyrin a uroporfyrin,
které by se v moc¢i mély vyskytovat v poméru 7:1, coz vSak u klinickych vzorkd nemusi vzdy
byt uplné presné. Koncentraci celkovych porfyrinti v moci lze vyjadiit v jednotkach nmol/l,

nmol/24 h ¢i nmol/nmol kreatininu [94, 95].

V moci se spektrofotometricky taktéz stanovuje koncentrace kyseliny 5-aminolevulové
a porfobilinogenu. Stanoveni porfobilinogenu spociva v reakci s Ehrlichovym ¢inidlem
v kyselém prostfedi za vzniku produktu fialovo-rizové barvy. Kyselina 5-aminolevulova
se stanovuje s acetylacetonem za vzniku pyrolové slouceniny a jeji nasledné reakce

s Ehrlichovym ¢inidlem [96].
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Spektrofotometricky lze stanovit i fekdlni porfyriny. Metoda je zaloZena na kyselé
extrakci porfyrint, kdy se k 25-30 mg vzorku stolice ptida 1 ml HCI, 3 ml diethyletheru a 3 ml
vody. Absorbance je méfena pii vinové délce 370-430 nm [96, 97].

4.2 Stanoveni porfyrini metodou vysokoucinné kapalinové

chromatografie

Metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie se vyuziva k frakcionaci porfyrind
v moci ¢i stolici. Metoda je zalozena na okyseleni vzorku a nésledné esterifikaci porfyrint,
neutralizaci kyseliny sirové a poté nasleduje extrakce do chloroformu. Smés estert je rozdélena

pomoci HPLC s fluorescen¢ni detekcei [96].

Krom HPLC s fluorescenc¢ni detekci, ktera je naro¢né na upravu vzorku pied samotnym
méfenim, bylo také pfi stanoveni porfyrini a jejich prekurzorti testovano pouziti
elektrochemické detekce ¢i UV detekce. Tyto metody jsou popsany v nasledujicich kapitolach
[98].

4.2.1 Stanoveni kyseliny S-aminolevulové pomoci HPLC s elektrochemickou
detekei

Metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie lze stanovit prekurzory porfyrind,
jako je naptiklad kyselina 5-aminolevulova. V rdmci této metody se vyuziva derivatizace ALA
pomoci orto-ftaladehydu a nésledné stanoveni pomoci HPLC na obracenych fazich
s elektrochemickou detekci. Pravé derivatizace kyseliny 5-aminolevulové pomoci

orto-ftalaldehydu €ini reakci specifickou a taktéZ citlivou [98].
Derivatiza¢ni €inidlo, kterym je jiz vySe zminény orto-ftalaldehyd bylo pfipraveno
rozpu$ténim 25 mg orto-ftalaldehydu v 500 pl metanolu, dale bylo pfidano 5 ml tetraboritanu

sodného o koncentraci 0,1 mol/l a 20 pl merkaptoetanolu [98].

Do reakéni nadobky bylo napipetovano 10 pl vzorku, ke kterému se ptidalo
5 wul derivatizacniho Cinidla a 35 pl vody. Poté byl vzorek inkubovan 1 minutu pii pokojové

teploté. Pro stanoveni pomoci HPLC bylo davkovéano 20 pl vzorku [98].

Metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekei je vhodna

pro relativné rychlé a presné méteni koncentrace kyseliny 5-aminolevulové v plazmé [98].
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4.2.2 Stanoveni porfyrini v plazmé pomoci HPLC s UV detekci

Roztoky standardii porfyrinii byly pfipraveny smichanim zasobnich roztokt s kyselinou
chlorovodikovou o koncentraci 2 mol/l. Do takto ptipravenych roztokti byla nasledné ptidana
plazma od zdravého darce, tak aby vzniklo n¢kolik riznych koncentraci roztoki standardd,
které slouzi jako kalibrace. Do 200 pl plazmy bylo nasledné ptidano 50 pl vnitiniho standardu,
kterym je 2-vinyl-4-hydroxymethyldeuteroporfyrin IX a smés byla promichéna. Poté doslo
k vysrazeni bilkovin pomoci 200 pl acetonitrilu. Vzorek byl odstiedén v centrifuze
a supernatant byl odebran. Vznikla peleta byla rozpusténa ve 100 pl hydroxidu amonného
o koncentraci 1 mol/l a 100 pl acetonitrilu. Smés byla promichana a znovu odstfedéna
v centrifuze. Oba vzniklé supernatanty byly spojeny do smési a bylo knim piidano
50 pl kyseliny chlorovodikové. Roztok byl po dobu 10 minut michén na vortexu a nasledné
byl odstiedén v centrifuze (10 minut, 14000 g). Vznikly supernatant (10 pl) byl pouzit
k nasledné analyze pomoci HPLC s UV detekci. Vysledkem je chromatograficky zaznam

prezentovany na obrazku 16 [99].
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Obrazek 16: Chromatograficky zdznam jednotlivych standardii porfyrint v koncentraci 50 nmol/l: (1)
uroporfyrin I, (2) uroporfyrin 111, (3) heptakarboxyporfyrin I, (4) hexakarboxyporfyrin I, (5)
pentakarboxyporfyrin I, (6) koproporfyrin I, (7) koproporfyrin 111, (8) vnitini standard, (9) hem, (10)
mesopofyrin IX, (11) protoporfyrin IX; ptevzato z [99]

UV detektor je v ramci chromatografickych metod hojné vyuZivany, protoze je dobie

dostupny a ma vysokou selektivitu [99].

4.3 Stanoveni porfyrinti iontové-vyménnou chromatografii

Metodou iontové-vyménné chromatografie 1ze stanovovat hladiny porfyrini v moci,
zejména kyseliny 5-aminolevulové a porfobilinogenu. Metoda zahrnuje velmi jednoduchou
pfedbéZnou tupravu vzorku, kterou je filtrace. Mobilni faze obsahuje fosfatovy pufr
aorganickou sloZku s metanolem ¢i acetonitrilem. Jako protion je pouZivan
tetrabutylamoniumfosfat. Jedna se o separaci na obracenych fazich. Tetrabutylamoniumfosfat,

ktery je lipofilni, tvofi neutrdlni iontové pdry s karboxylovymi skupinami porfyrint,
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které se rozpoustéji v organickém rozpoustédle, diky c¢emu dochazi ke zvySovani afinity

ke stacionarni fazi, ktera je nepolarni [93, 100, 101].

Taktéz se testovalo vyuziti gradientové eluce, ktera se pii separaci porfyrinti ukazala
jakozto efektivni zpusob separace. Mobilni faze v tomto ptipad¢ sestavala z vody a metanolu.

Separace nasledné probihala dle klesajici polarity jednotlivych porfyrinti ve vzorku mo¢i [101].

4.4 Stanoveni emisniho maxima plazmatickych porfyrini

Principem stanoveni emisniho maxima plazmatickych porfyrinti je vyuziti jejich
fluorescence. Porfyriny pfi osvétleni zatfenim o vlnové délce cca 400 nm silné fluoreskuji
v ¢ervené oblasti. Jedna se rychly screeningovy test, ktery pomaha zjistit ptitomnost zvysenych

hladin uroporfyrinu, koproporfyrinu a protoporfyrinu v plazmé [96, 97].

Vzorek plazmy byl 5x nafedén a 100 pl bylo smichano s fosfatovym pufrem
o koncentraci 0,25 mol/l a pH 6,7 a dale bylo provedeno sniméni ve fluorescencnim
spektrofotometru pii excitatni vinové délce 405 nm. Jednd se o kvalitativni zkousku,
ktera poskytuje pozitivni ¢i negativni vysledek — tedy potvrdi, zdali se zvySené mnoZzstvi
porfyrind v plazmé vyskytuje ¢i ne. Pokud vysledek testu vyjde pozitivné, urcuje se dale vinova
délka, pti které je dosazeno emisniho maxima daného piku. Pravé dle vinovych délek emisnich
maxim lze ur€it, o jaky typ porfyrie se jedna. VIinova délka 619-622 nm je charakteristicka
pro porfyrii cutanea tarda, akutni intermitentni porfyrii, kongenitalni erytropoetickou porfyrii,
hereditarni koproporfyrii, porfyrii z nedostatku aminolevulatdehydratazy
a hepatoerytropoetickou porfyrii. Pii vlnové délce 626-630 nm se projevuje porphyria
variegata (viz obr. 17). Pro erytropoetickou protoporfyrii je typicka vinova délka emitované¢ho

zateni 633—635 nm [96, 97].
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Obrazek 17: Skenovani emisniho maxima plazmatickych porfyrind, (1) pacient trpici onemocnénim
porphyria varieagata, (2) kontrolni vzorek; ptevzato z [102]

Uskali této metody Ize v§ak pozorovat u asymptomatickych pacientii. Pravé u pacient,
kteti nevykazuji symptomy daného onemocnéni se podafi odhalit zhruba jen 50 % ptipad
onemocnéni porfyrii. Pfi prokazovani onemocnéni u asymptomatickych pacienti je tedy
tato metoda nedostacujici. Mimo to taktéZz vzorky plazmy od pacientl trpicich EPP a VP
vykazuji urcitou nestabilitu, pokud jsou vystaveny svétlu. Diky jejich nestabilit¢ hladiny

porfyrinl v plazmé velmi rychle klesaji a ziskdvame faleSné€ negativni vysledky [97, 102].

4.5 Stanoveni enzymové aktivity

Stanoveni enzymové aktivity u porfyrii se vyuZiva zejména pro vyzkumné ucely.
Vyznam ma napiiklad pti rodinnych studiich. Vyznamnou roli pifi diagnostice onemocnéni
porfyrii hraje stanoveni enzymové aktivity porfobilinogendeaminazy v lidskych erytrocytech.
Pravé stanoveni aktivity tohoto enzymu ma vyznam pii diagnostice akutni intermitentni

porfyrie [103].

K méfeni aktivity porfobilinogendeamindzy se vyuzivd spektrofotometrie
¢1 fluorimetrie. Vyuziva se enzymatické reakce, pti které se tvoii uroporfyrin. Jako substrat

pro reakci miiZze byt pouzit porfobilinogen nebo kyselina 5-aminolevulova [103].
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Vzorek krve byl odebran do zkumavky s heparinatem litnym. Nésledné byla urcena
koncentrace hemoglobinu a hematokrit. Vzorky byly odstiedény v centrifuze a ziskané
erytrocyty byly resuspendovany v NaCl. Nasledn¢ byla provedena hemolyza erytrocytt.
Do vzniklého hemolyzatu byl poté ptidan porfobilinogen, ktery slouzi jako substrat. Vzorky se
nasledné¢ nechaly inkubovat. K zastaveni enzymatické reakce byla pouzita kyselina

trichloroctova. Vznikly uroporfyrin I byl méfen fluorimetricky [104].

Déle je také mozné stanoveni aktivity enzymu 5-aminolevulatsyntazy. Ke stanoveni
se vyuziva reakce, kdy pravé tento enzym katalyzuje kondenzaci glycinu a sukcinyl-CoA
za vzniku kyseliny 5-aminolevulové. Ta se nasledné stanovuje reakcei s Ehrlichovym ¢inidlem

za pritomnosti kyseliny. Stanoveni Ize provést kolorimetricky [103].

Taktéz lze stanovit aktivitu enzymu 5-aminolevulatdehydratazy.
5-aminolevulatdehydratdza katalyzuje kondenzaci 2 molekul kyseliny 5-aminolevulové
za vzniku porfobilinogenu. Porfobilinogen se nasledné stanovuje pomoci reakce s Ehrlichovym

ginidlem [103].
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ZAVER
Tato bakalaiska prace se zabyva onemocnénim zvanym porfyrie. Jedna se o dédi¢né
onemocnéni, které je zpisobené snizenou aktivitou jednoho z osmi enzymd, které se uplatiuji

v biosyntetické draze hemu.

Porfyrie Ize rozdé€lit na hepatélni, erytropoetické a ostatni druhy porfyrii. Mezi hepatalni
porfyrie se fadi porfyrie z deficitu 5-aminolevulatdehydratdzy, akutni intermitentni porfyrie,
porphyria cutanea tarda, porphyria variegata a hereditalni koproporfyrie. Mezi erytropoetické
porfyrie Ize zaradit kongenitalni erytropoetickou porfyrii, kterd je t€z znama jako Giinterova
nemoc. Dal§imi druhy porfyrii jsou poté erytropoetickd protoporfyrie a hepatoerytropoeticka
porfyrie. U jednotlivych druhti porfyrii se mohou projevovat jaterni ¢i kozni ptiznaky, ptipadné

jejich kombinace.

Studie naznacuji, Ze v nékterych ptipadech se diagnostika onemocnéni porfyrii
muze jevit jako velmi narocnd, jelikoz ptiznaky jsou ne vzdy typické pouze pro toto
onemocnéni. Nékteré druhy porfyrii jsou dokonce natolik vzacné, Ze pouze biochemické
metody spolecné se symptomy k odhaleni onemocnéni nestaci a musi se pouzit i metody

molekularné-biologické.

V ramci biochemického vySetifeni pifi diagnostice porfyrii ma vSak nékolik metod
své misto. Vyuzivd se spektrofotometrick¢ stanoveni kyseliny S-aminolevulové
a porfobilinogenu. Tyto dva analyty Ize taktéz stanovit pomoci iontové-vyménné
chromatografie. Pro stanoveni celkovych porfyrinti slouzi vysokou¢innd kapalinova
chromatografie. V ramci této metody se vyuZiva prevazné fluorescencni detekce, ale studie
poukazuji na to, Ze pouzitelna je taktéz detekce elektrochemicka ¢i UV detekce. Pro diagnostiku
a rozliSeni jednotlivych druht porfyrii se stanovuje emisni maximum plazmatickych porfyrini.
Pravé vlnové délky emisniho maxima jsou charakteristické pro jednotlivé druhy porfyrii.
Nésledné 1ze zminit i stanoveni enzymové aktivity. Nejzastoupenéjsi je stanoveni enzymové
aktivity porfobilinogendeamindzy v lidskych erytrocytech, které se uplatituje pii diagnostice
akutni intermitentni porfyrie. Lze stanovit i aktivitu dalSich enzymi, coZ se vSak v rutinni praxi
uplné béZné nepouziva. Testovani enzymové aktivity ma vyznam spise pii rodinnych studiich
¢i pro vyzkumné tcely.

Taktéz dochéazi k rozvoji vramci 1écby porfyrii. Kromé odstranéni precipitujicich

faktorti, podpiirné 1€¢by a podavani roztoku heminu, které jsou nejbézné€jsi 1é€bou porfyrii,
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Givosiran. Pfi [écbé akutni intermitentni porfyrie bylo zjiSténo, Ze u pacientd, kteti toto 1é¢ivo
uzivali, doslo ke snizeni hladin kyseliny 5-aminolevulové a porfobilinogenu a taktéz se zlepsily
klinické ptiznaky onemocnéni. Dalo by se fici, ze toto 1éCivo, které je zalozeno na bazi

interferujici RNA, ma v 1é¢bé porfyrii velké uplatnéni.
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