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ABSTRACT

Molecular Pathology of Acute Intermittent Porphyria

Author: Matous$ Hrdinka

Acute intermittent porphyria (AIP) is autosomal dominant disorder caused by the partial
deficiency of porphobilinogen deaminase (PBGD), the third enzyme in the heme
biosynthetic pathway. AIP is manifested by life-threatening acute neurological attacks

that can be provoked by various factors such as drugs or alcohol.

Objective of this study was to identify and characterize the molecular lesions in Czech
and Slovak AIP patients. To identify disease-causing mutations screening was
performed by PCR, denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE), automated DNA
sequencing and restriction fragment lenght polymorphism (RFLP) assays. Total of
35 individuals from 8 families were analyzed to detect asymptomatic carriers. Seven
mutations were identified, including 3 novel mutations. Of particular interest, one
patient had two mutations R173Q and Q204K, both located in exon 10 on the same
allele. To further characterize these mutations, human PBGD was cloned into the
pGEX-4T-1 vector and mutations were generated by site-directed mutagenesis. The
wild-type and mutated enzyme species were expressed in E. coli as GST fusions and
purified by affinity chromatography. Conditions of the PBGD enzyme assay were
determined and specific activities, thermostability and pH optima of mutated enzymes
were measured and compared to the wild-type protein. R173Q was the causative
mutation with major effect on the PBGD function. The Q204K mutated PBGD had high
residual activity but thermostability was decreased by 75%. pH optimum for Q204K

mutated protein was the same as for the wild-type.

To conclude, three novel mutations were identified in AIP patients. These studies
provide accurate detection of asymptomatic carriers and emphasize the molecular
heterogeneity of AIP. An unusual case of AIP with two mutations both located in

10. exon of the PBGD gene was characterized at molecular and enzymatic level.
Keywords: acute intermittent porphyria, porphobilinogen deaminase, mutations

Kli¢ova slova: akutni intermitentni porfyrie, porfobilinogen deaminaza, mutace
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADP
AIP
ALA
ALAD
ALAS
bp
cDNA
CEP
CPO
ddH,0
EPP
FECH

g

gDNA
GST
HCP
IVS

kb

kDa

Kmn
KOPRO
mut PBGD
nm
PBG
PBGD
PCT
PPOX
PROTO
rpm

U

URO
UROD
UROS
VP

wt PBGD

Nukleotidy jsou znaCeny standardnim jednopismennym kodem. Aminokyseliny jsou

akutni porfyrie s defektem ALA dehydratazy
akutni intermitentni porfyrie
d-aminolevulova kyselina
dehydrataza 6-aminolevulové kyseliny
syntaza -aminolevulové kyseliny
pary bazi (z angl. base pairs)

DNA komplementarni k mRNA (ziskana reverzni transkripci)
kongenitélni erytropoeticka porfyrie
koproporfyrinogen oxidaza
deionizovana destilovana voda
erytropoeticka protoporfyrie
ferochelataza

gravitaéni zrychleni

genomova DNA

glutathion S-transferaza

hereditarni koproporfyrie

intronova sekvence

kilobaze

kilodalton

Michaelisova konstanta
koproporfyrin(ogen)

mutovand PBGD

nanometr

porfobilinogen

porfobilinogen deaminaza

porfyria cutanea tarda
protoporfyrinogen oxidaza
protoporfyrin(ogen)

pocet otackek za minutu (z angl. rotation per minute)
enzymova jednotka (z angl. Unit)
uroporfyrin(ogen)

uroporfyrinogen dekarboxyléza
uroporfyrinogen III syntaza

porfyria variegata

wild-type PBGD

znaCeny standardnim jednopismennym nebo trojpismennym kédem.
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1. UVOD

Porfyrie jsou dédiénd metabolickd onemocnéni zplsobend enzymovymi defekty
v biosyntetické draze hemu. Hem je souéasti mnoha proteinti a podili se na fad€ Zivotné
dilezitych procesd, jako jsou pfenos kysliku a elektrond, tvorba a odbouravéni
peroxidli, smiSené oxidace, syntéza cyklického GMP a oxidu dusnatého. Mezi
nejznaméj$i hemoproteiny patii hemoglobin, myoglobin, cytochrom aas, b, ¢ a c3,
cytochrom P450 oxidazy, peroxidazy, kataldza, tryptofan pyrolaza, peroxid syntéza,

NO syntaza a indolamin dioxygenaza.

Biosyntéza hemu probihA v osmi krocich a poruchy vsedmi znich
vyvolavaji charakteristickou porfyrii; poruchy erytroidné specifické ALA syntazy maji

za nasledek X-chromozomalné vazanou sideroblastickou anémii.

Akutni intermitentni porfyrie (AIP) je zpisobena poruchou trettho enzymu
v biosyntetické draze hemu, porfobilinogen deaminazy (PBGD) [EC 4.3.1.8], ktery také
byva oznaCovan jako hydroxymetylbilan syntaza (HMBS) nebo uroporfyrinogen I
syntaza. Tato nejb&Zné€jSi akutni porfyrie je charakterizovdna potencialné letalnimi
akutnimi zéachvaty (akutni ataka) provazenymi kieCovitou bolesti bficha a dal§imi
neuropsychiatrickymi pfiznaky. Gen pro lidskou PBGD byl popsan roku 1986 (RAICH

et al. 1986), coz umoznilo charakterizovat AIP na molekularné genetické Grovni.

V diplomové praci jsem se zabyval studiem molekularnich poruch u AIP pacientd
z Ceské a Slovenské republiky s cilem vysvétlit, jaky dopad maji mutace na funkci
enzymu PBGD.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Porfyriny a porfyrinogeny

Zéakladni porfyrinovy skelet se sklada ze ¢tyf pyrolovych kruhd oznaovanych pismeny
A, B, C a D (cyklicky tetrapyrol). Ty jsou navzajem spojeny pomoci metinovych
mustkd (-CH=). Jedna se o rigidni planarni strukturu, na kterou miZe byt pfipojeno osm
vedlejsich fetézcu v pozicich 1-8 (Fischerova nomenklatura, obr. 1). Typ postranniho

fetézce urCuje fyzikalni vlastnosti porfyrind.

Obr. 1: Chemicka struktura porfyrinu.

Béhem biosyntézy hemu vznikaji nekonjugované bezbarvé porfyrinogeny, u kterych
jsou pyroly spojeny metylenovymi skupinami (-CH,-). Porfyrinogeny se na vzduchu

oxiduji na barevné porfyriny s propojenym systémem konjugovanych dvojnych vazeb.

Dilezitou vlastnosti cyklické struktury tetrapyrolii je schopnost vazat kovy. V této

vvvvvv

vaze k riznym typim proteinti. Chlorofyl obsahuje hof¢ik a ma nezastupitelnou funkci

pfi vyuzivani solarni energie v biosféfe.
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2.1.1. Fotochemické vlastnosti porfyrini

Porfyriny jsou excitovatelné svétlem o vinové délce 400 nm a intenzivné hnédocervené
az purpurovolervené fluoreskuji. V kyselém prostfedi porfyriny vykazuji dva silné
emisni pruhy o vlnové délce 600-610 nm a 640-660 nm. Této vlastnosti porfyrind
vyuzivaji spektrofluorometrické metody kjejich velmi citlivé detekci. Hem
(fero-protoporfyrin) nefluoreskuje viibec, stejné jako dalSi porfyriny chelatované
paramagnetickymi kovy (Mn, Co). Porfyriny chelatované diamagnetickymi kovy (Zn,
Sn, Mg) fluoreskuji. Porfyriny bez fluorescence lze detekovat pomoci absorp&nich
tj. v oblasti s vlnovou délkou 390450 nm. Tento ukaz je podminén aromatickym
charakterem tetrapyrolového kruhu se systémem konjugovanych dvojnych vazeb. Ctyfi

mensi absorpéni pasma se nachazeji v oblasti s vinovou délkou 500-630 nm.

2.2. Biosyntéza hemu

Biosyntéza hemu probihd v pfevazné vétSiné Zivocisnych, rostlinnych a bakterialnich
bun€ék. Vyjimku tvofi napf. znamy modelovy organizmus C. elegans, ktery neni

schopen syntézy hemu de novo a hem ziskava pouze z prostiedi (RAO et al. 2005).

Nejlépe znamou funkci hemu je vazba a ptenos kysliku (hemoglobin). Hem je také
nezbytny pro pfenos elektronli na cytochromy v mitochondridlnim dychacim fetézci.
Hemoproteiny cytochrom P450 oxiddzy jsou enzymy oxidativniho metabolismu
steroidl, Zlu€ovych soli, mastnych kyselin, aminokyselin, prostaglandind, leukotriend,
biogennich amind, 1é¢iv, chemickych karcinogenli, mutagent a kontaminant z prosttedi
(GONZALES 1988). Tryptofan pyrolaza katalyzujici oxidaci tryptofanu, peroxidazy,
kataldza, peroxid syntdza, NO syntdza a indolamin dioxygendza patfi rovnéZ mezi

enzymy piimo zavisejici na hemu (BERI a CHANDRA 1993).

Hem je odvozen z osmi molekul glycinu a osmi molekul sukcinyl-CoA a jeho tvorby se
ucastni osm enzymu. VSechny tyto enzymy i jejich geny byly popsany (KAPPAS et al.
1995, MOORE 1998, SASSA a KAPPAS 2000). Biosyntetickd draha hemu je

znazornéna na obrazku 2.
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Prvni a tfi posledni enzymy jsou lokalizovany v mitochondriich, ostatni enzymy jsou
cytosolické. Prekurzory hemu (glycin a sukcinyl-CoA) vstupuji do reakce katalyzované
syntazou &-aminolevulové kyseliny (ALAS) [EC 2.3.1.37] a v pfitomnosti kofaktoru
pyridoxal 5’-fosfatu davaji vzniknout 8-aminolevulové kyseliné (ALA). U nékterych
organizmui byla prokazana jesté pfidatna synteticka draha, kdy ALA vznika z L-alaninu
a v,0-dioxovaleratu transaminaéni reakci katalyzovanou L-alanin:4,5-dioxovalerat

transaminazou (MORTON et al. 1981, TYAGI a DATTA 1993).

Dvé molekuly ALA jsou dehydratazou d&-aminolevulové kyseliny (ALAD)
[EC 4.2.1.24] kondenzovany na monopyrol porfobilinogen (PBG).

Porfobilinogen deaminaza (PBGD) [EC 4.3.1.8] postupné pfidava ¢tyti molekuly PBG
na svij kovalentné vazany dipyrometanovy kofaktor, ktery tak funguje jako primer pro

ptipojeni substratu. Produktem této reakce je hydroxymetylbilan.

Ctvrty enzym biosyntetické drahy hemu, uroporfyrinogenIIl syntiza (UROS)
[EC 4.2.1.75], pfeméiuje vysoce nestabilni hydroxymetylbilan na uroporfyrinogen III,
¢imz dochazi kuzavieni linearniho tetrapyrolu do kruhu. V nepfitomnosti
uroporfyrinogen III syntdzy muze z hydroxymetylbilanu neenzymaticky vznikat
uroporfyrinogen I. Za normalni situace se tato izoforma nachédzi v burikach pouze

v nepatrném mnoZzstvi.

Ctyfi karboxylové skupiny fetézci octové kyseliny v uroporfyrinogenuIll jsou
postupné odstranény v reakci katalyzované cytosolickou uroporfyrinogen

dakarboxylazou (UROD) [EC 4.1.1.37].

V ptitomnosti kysliku katalyzuje koproporfyrinogen oxiddza (CPO) [EC 1.3.3.3]
odstranéni karboxylovych skupin a dvou vodikd z propionovych skupin pyrolovych
kruht za tvorby vinylovych skupin, ¢imZ vznikd protoporfyrinogen [X, ktery volné

difunduje do mitochondridlni matrix.

Vsedmém kroku biosyntézy hemu, je odstranéno Sest atomid vodiku
z protoporfyrinogenu IX za vzniku protoporfyrinu IX. Reakce je katalyzovana
protoporfyrinogen oxidazou (PPOX) [EC 1.3.3.4]. Oxidace protoporfyrinogenu muize

probihat i neenzymatickou cestou.
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Pisobenim mitochondrialni ferochelatazy (FECH, znamé také pod ndzvem hem
syntaza) [EC 4.99.1.1] je v poslednim kroku do protoporfyrinu IX zalenén Zeleznaty

ion (Fe*").

2.3. Regulace biosyntézy hemu

V savéim organizmu je nejvice hemu syntetizovano v kostni dfeni (asi 85% z celkového
mnoZstvi hemu obsaZeného v lidském téle) za u€elem tvorby hemoglobinu a v jatrech,
v nichZ se hem uplatituje pfevazné jako prosteticka skupina cytochromi P450 oxidéz.
Biosyntéza hemu je v kostni dfeni a jaterni tkani regulovéna odliSnymi zpisoby

(SASSA 1990, ABRAHAM 1991, MAY et al. 1995, FUJITA 1997, PONKA 1999).

Prvni tfi enzymy v erytroidni draze syntézy hemu jsou zcela odlisné od enzymi
v jaterni draze diky tkanové specifické transkripci a alternativnimu sestfihu jejich
mRNA. ALAS koéduji dva rizné geny (BISHOP 1990). Gen pro tzv. ,housekeeping*
jaterni ALAS se u lidi nachazi na chromozému 3p21 a podléha negativni regulaci
volnym hemem. Erytroidné specifickd ALAS kdédovana genem na X-chromozému je
indukovana vice faktory, napf. volnym hemem, erytropoetinem, nékterymi steroidy
nebo nizkou tenzi kysliku (BEUKEVELD 1995). ALAD a PBGD jsou kédovany
unikatnimi geny, které vSak obsahuji dva odli$né promotory. Jeden z nich je funkéni jen
v erytropoetickych buiikach, zatimco druhy je aktivovan v ostatnich burkéach
(GRANDCHAMP et al. 1987, KAYA et al. 1994). Tvorba zbylych péti

enzymi biosyntetické drahy hemu probiha ve vSech tkéanich stejnym zplsobem.

2.3.1. Regulace v hepatocytech

Hlavnim regulaénim mechanizmem biosyntézy hemu v hepatocytech je pusobeni
volného hemu na ALAS, prvni enzym v biosyntetické draze, na drovni transkrip¢ni,
translani a na urovni pfenosu cytosolického prekurzoru ALAS do mitochondrii
(PONKA 1999). Alostericka inhibice mitochondrialni ALAS hemem hraje v regulaci
rychlosti biosyntézy hemu méné duleZitou roli, nez se predpokladalo diive, protoze
koncentrace volného hemu v mitochondriich je za fyziologickych podminek pfili§ nizka

(KAPPAS et al. 1995).
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Volny hem reguluje rychlost transkripce ALAS. Dé&je se tak prostfednictvim proteinu
véazajictho hem (HRP, heme regulatory protein), ktery pifi nizké koncentraci hemu
disociuje z promotorové oblasti DNA a umoZni tak transkripci genu pro ALAS.
5’-neptekladand oblast ALAS mRNA obsahuje sekvenci pro vazbu regulaéniho
proteinu vazajictho hem, ktery inhibuje translaci a sniZuje stabilitu mRNA
(HAMILTON et al. 1991). ALAS je syntetizovana v cytosolu na volnych
polyribozomech. Nové syntetizovany prekurzor ALAS obsahuje na N-konci signalni
sekvenci pro transport do mitochondrie dlouhou 56 aminokyselin, ktera je odstépena
béhem translokace prekurzoru do mitochondrie. Translokaci negativné ovliviiuje hem

(HAYASHI et al. 1980) a glukéza (glukézovy efekt, DELOSKEY a BEATTIE 1984).

Dal$im mechanizmem regulujicim syntézu hemu v jatrech je koncentrace glycinu
(substratu pro ALAS). V mitochondriich je koncentrace glycinu mnohem niz8i (asi
1 mM) nez je hodnota K, pro ALAS (5-19 mM). Skute¢nost, Ze koncentrace glycinu
v mitochondriich je 10x vy$$i nez v plazmé, své€d¢i o aktivnim transportu glycinu do
mitochondrii (KAPPAS et al 1995).

Patym regulatnim mechanizmem syntézy hemu v jatrech je rychly obrat ALAS.
Polo¢as Zivota ALAS ¢ini pfiblizn€¢ 70 min, coZ je nejméné ze vSech znamych

mitochondrialnich proteinti (KAPPAS et al. 1995).

Hem indukuje hem oxygenazu, ktera degraduje nadbytek nové syntetizovaného hemu
na Zlu€ova barviva. (BERY et al. 1993)

Dalsi mechanizmy vedouci ke sniZeni koncentrace volného hemu v jatrech jsou tyto
(KAPPAS et al. 1995):

- zvySena utilizace hemu po indukci cytochrom P450 oxidéz,
- naruSeni syntézy hemu endogennimi latkami napf. sukcinylacetonem,
produkovanym ve zvySeném mnoZstvi u vrozené poruchy tyrozinémie I. typu,

- v piipad¢ porfyrii, ¢aste¢na deficience enzymi biosyntetické drahy hemu.

Neékteré z vySe uvedenych mechanizmil se uplatiiuji jen za patologickych podminek, ale
vSechny maji vétsi ¢i mensi vliv na vyslednou rychlost syntézy hemu v jatrech. Pokud je
v disledku nedostatku hemu nékolikanasobné stimulovana ALAS, muZe limitovat

rychlost biosyntézy hemu v hepatocytech i aktivita PBGD.
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2.3.2. Regulace v kostni dieni

Regula¢ni funkce hemu se uplatiiuje také v erytroidnich burikdch. Zde vSak
proteosyntézu enzymul potfebnych pro tvorbu hemoglobinu spiSe stimuluje (MAY
1995). Syntéza hemu stejné jako maturace a diferenciace erytrocytt je fizena hormonem
erytropoetinem. Hem i globin jsou syntetizovany soufasné v ekvivalentnim mnozZstvi.
Pokud je syntéza hemu v erytroidnich buiikach spusténa, vSechny jeji kroky bézi
maximalni rychlosti (SASSA 1990, ABRAHAM 1991, PONKA 1999). Jakmile
koncentrace volného hemu dosahne urcité hladiny, uplatni se jeho regula¢ni funkce,

inhibuje ALAS a indukuje syntézu hem oxygenazy, ktera hem degraduje.

Rychlost syntézy hemu v erytroidnich burikach rovnéZz zavisi na bunééném piijmu
zeleza. Prijem Zeleza je kontrolovan receptorem zprostfedkovanou endocytdzou
transferinu (protein ptenasejici Zelezo v krvi) a jeho receptoru (PONKA 1999). Rychlost
syntézy transferinového receptoru je regulovana Zelezem prostfednictvim sekvence IRE
(iron responsive element) v 3'-nepfekladaném tuseku jeho mRNA. Pokud je Zeleza
nedostatek, vaZze se na IRE mRNA transferinového receptoru vazebny protein (IRE-BP).
Tim dochdzi ke stabilizaci mRNA a k nasledné indukci syntézy transferinového
receptoru. Také translace feritinu (protein, ktery v buiice vaze Zelezo a zabraruje tak
toxickému ucinku vysoké koncentrace Zeleza) je kontrolovana vazbou IRE-BP na IRE,
tentokrat na 5’-konci mRNA. Pii nizké koncentraci Zeleza se aktivovany IRE-BP vaze
na IRE a brani nasednuti malé podjednotky ribozému a zahajeni translace (ROUAULT
a KLAUSNER 1997). IRE v 5'-nepfekladané oblasti mRNA erytroidni ALAS plni
stejnou funkci jako v pfipadé feritinu (COX et al. 1991).

Transferin pfenasi do bun€k Zelezo i zinek. V cytoplazmé tak dochdzi u vétsiny
metaloproteint k termodynamické kompetici mezi Zelezem a zinkem. Avsak po oxidaci
na Zelezity ion je Zelezo selektivné transportovano do mitochondrii, zatimco zinek
prevazuje v cytoplazmé. Tato selekce mezi bunéénymi kompartmenty je nezbytna pro
vznik Zelezoporfyrind, protoZe oba prvky jsou dobrym substratem s ekvimolarni

afinitou pro FECH (BEUKEVELD 1995).

Rychlost uvoliiovani Zeleza z transferinu, oxidace cytoplazmatického Zeleza, transport

zeleza do mitochondrii prostfednictvim citratu nebo feritinu, redukce mitochondridlniho
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Zeleza a afinita redukovaného Zeleza k FECH jsou faktory, které musi byt brany

v ivahu pfi posuzovani rychlosti syntézy hemu v kostni dfeni (BEUKEVELD 1995).

2.3.3. Regulace v ostatnich buiikach

Regulace syntézy hemu v jinych burikdch byla studovana méné. Bylo napfiklad
prokazano, Ze nékteré léky schopné vyvolat porfyricky zachvat indukuji pouze jaterni
ALAS a nemaji vliv na ALAS v kultivovanych fibroblastech nebo srdci, varlatech,
mozku a sleziné potkana. Z toho lze usuzovat na ponékud odli$ny zplsob regulace

biosyntézy hemu v té€chto bunénych typech (KAPPAS et al. 1995).

2.4. Porfyrie, obecny prehled

Porfyrie jsou zdédéna nebo ziskand onemocnéni zplisobend Castetnym defektem
nékterého zenzymi v biosyntetické draze hemu (MARTASEK a KORDAC 1989,
KAPPAS et al. 1995, BERK et al. 1998, ELDER 1998, NORDMANN et al. 1999,
GROSS et al. 2000, IFTIKHAR 2002, NORDMANN a PUY 2002, DEYBACH a
PUY 2003, viz dotatky tab. 11).

Porfyrie tvofi heterogenni skupinu metabolickych poruch. Biochemicky lze rozlisit
7 porfyrii (tab. 1). Podle tkané, kde je syntetizovan nadbytek porfyrini nebo jejich
prekurzord se porfyrie déli na erytropoetické a jaterni. Praktické je rozdéleni porfyrii na
chronické a akutni (indukovatelné). Klinickymi projevy porfyrii jsou fotosenzitivita
zpusobena fotoreaktivitou porfyrinii, neurovisceralni dysfunkce (akutni zachvaty) nebo
oboji (POH-FITZPATRICK 1998). Dvé hlavni kozni porfyrie jsou porfyria cutanea
tarda (PCT) s nadprodukci uroporfyrinu (KAPPAS et al. 1995, ELDER 1998) a
erytropoetickd protoporfyrie (EP, COX et al. 1998) s nadprodukci protoporfyrinu.
Vzicnym typem porfyrie s nejsiln€jsi fotosenzitivitou je kongenitalni (vrozend)
erytropoetické porfyrie (CEP, DESNICK et al. 1998, DESNICK a ASTRIN 2002). Tyto
porfyrie vykazuji odli$né kozni léze. Kozni fotosenzitivita je disledkem fluorescenénich
vlastnosti porfyrini. Po absorpci svétla o vnové délce 400410 nm piejdou porfyriny do
excitované¢ho stavu. Prebyte¢na energie muzZe byt uvolnéna za tvorby kyslikového
radikalu (DALLE-CARBONARE a PATHAK 1992). Tento radikal pak reaguje se
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vSemi latkami v okoli. Fotoposkozeni zptisobené porfyriny je tudiZ zavislé na bunécné
lokalizaci porfyrind. Lipofilni protoporfyrin, produkovany v nadbytku v ptipadé
erytropoetické protoporfyrie, se koncentruje v membranach mitochondriich a niéi je.
Hydrofilni uroporfyrin, v pfipadé porfyrie cutanei tardy, se koncentruje v lyzozomech a
po ozéfeni zpusobuje uvolnéni lyzozomalnich enzymi. Z tohoto divodu lze u EP a PCT

pozorovat riizné kozni 1éze (LIM 1989).

Tab. 1: Klasifikace a biochemickd charakteristika porfyril.

Klasifikace Klinické projevy Prekurzory v modi Prekurzory ve stolici
Erytropoetické porfyrie
Kongenitalni erytropoeticka fotosenzitivita, URO I, KOPRO I URO I, KOPRO 1
porfyrie kozni léze,

hemolyza

Erytrohepatalni porfyrie

Erytropoeticka protoporfyrie fotosenzitivita, PROTO
poskozeni jater

Hepatoerytropoeticka porfyrie fotosenzitivita KOPRO
Hepatalni porfyrie
- akutni
akutni intermitentni porfyrie akutni zachvaty ALA, PBG, URO,
KOPRO
porfyria variegata akutni zdchvaty =~ ALA, PBG, URO |, PROTO
a/nebo fragilita KOPRO III
kiize
hereditarni koproporfyrie akutnf zachvaty =~ ALA, PBG, KOPRO 111
a/nebo fragilita KOPRO 111
kize
akutni porfyrie s defektem chronické ALA, KOPRO III
ALA dehydratazy neurologické
pfiznaky
- chronické
porfyria cutanea tarda fragilita kize UROI KOPRO
- soubézné

Chesterova porfyrie [AIP+VP]
dudlni porfyrie [VP+PCT]

Mezi porfyrie s neurologickou manifestaci patfi akutni porfyrie s defektem ALA
dehydratazy (SASSA 1998), akutni intermitentni porfyrie (GRANDCHAMP 1998,
DEYBACH a PUY 2003), hereditarni koproporfyrie (MARTASEK 1998) a porfyria
variegata (KIRSCH et al. 1998). Posledni dv€ mohou byt doprovazeny koznimi projevy.
Prevalence klinickych ptiznakti u akutnich jaternich porfyrii je znazornéna v grafu 1.
Neurologické priznaky, c¢asto velmi vazné, zahrnuji kieCovité bolesti bficha,

tachykardii, parézu koncetin, psychické zmény, paralyzu, bezvédomi a dalsi.
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Graf 1: Klinické pFiznaky akutnich jaternich porfyrii.
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Vétsina porfyrii se dédi autozomaélné dominantné, deficience ALA dehydratdzy a

kongenitalni erytropoetickd porfyrie vykazuji autozomdln€ recesivni dédicnost.

Hepatoerytropoeticka porfyrie je vzdcna homozygotni forma porfyrie cutanei tardy.

Dédi¢nost a molekularni podstata porfyrii je uvedena v tabulce 2.

Tab. 2: Dédi¢nost a molekuldrni podstata porfyrii (podle SASSA 2002).

Choroba Dédi¢nost Gen

Chromozom Velikost genu (kb) Pocet exonu

ADP AR ALAD 9q34 13 13
AIP AD PBGD 11g24.1-2 10 15
CEP AR UROS 10g25.2-26.3 34 10
PCT AR/AD UROD 1p34 3 10
HCP AD CPO 3q12 14 7

VP AD PPOX 1q21-23 5 13
EPP AD FECH 18g21.3 45 11
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2.5. Akutni intermitentni porfyrie (AIP)

2.5.1. Historie

Prvni popis akutni formy porfyrie pochazi od Hippokrata, ktery kolem roku 460 pf. n. 1.
popsal premenstrualni krizi Zeny zThasu v Recku (RIMINGTON 1993). Moderni
historie akutnich porfyrii zafind na konci 19.stoleti (TSCHUDY et al. 1975,
KORDAC 1978, GOLDBERG 1998). Prvni klinicky popis porfyrie (CEP) pochézi od
Schultze zroku 1871. McMunn vroce 1888 pozoroval u svych pacienti Cerveny
pigment v mo¢i, jehoZ stopy vSak nalézal i u zdravych osob. V roce 1889 jako prvni
popsal akutni porfyrii Stokvis. Na pfelomu stoleti se pigmenty v mo¢i pacientd zabyval
Garrod, ktery pozd€ji fadi porfyrie do skupiny vrozenych metabolickych poruch.
Giinther v letech 1911-1922 rozdélil porfyrie na akutni v ptipadé hematoporfyrinurii,
kongenitalni s fotosenzitivitou od narozeni a chronické pokud se fotosenzitivita objevila
v pribéhu Zivota. Typické zachvaty akutni porfyrie mély uz tehdy spojitost s uzivanim

1€kdl (napt. hypnotikum sulfonal).

V roce 1937 popsal Jan Waldenstrom, ktery pivodné pracoval v laboratofi slavného
porfyrinologa a nositele Nobelovy ceny Hanse Fischera, 103 pacienti s akutni porfyrii.
Vétsina pacientll pochazela zmalé vesnice vsevernim Svédsku. V této studii byla
poprvé prokazdna autozomalné dominantni dédi¢nost AIP. Pozdéji Waldenstr6m
vyslovil hypotézu, ZzZe porfyrie jsou zplsobeny enzymatickymi poruchami
v biosyntetické draze hemu; jako prvni také pouzil termin akutni intermitentni porfyrie
(WALDENSTROM 1957). Test na porfobilinogen byl vyvinut dal$im Fischerovym
spolupracovnikem Watsonem v roce 1941. Watson kromé toho poprvé pouzil hematin
k 1é¢beé akutnich porfyrii (WATSON et al. 1978). Granick v 60. letech objevil, Ze tvorba
ALAS, muze byt indukovana chemickymi latkami, které zapficinuji akutni zachvaty
(GRANICK 1966). Biochemické pozadi AIP bylo ovéfeno az po predlozeni dikazu, ze
onemocnéni je zplsobeno poruchou PBGD (MIYAGI 1970, MEYER et al. 1972).
Charakterizace genu pro porfobilinogen deaminazu (RAICH et al. 1986,
GRANDCHAMP et al. 1987, CHRETIEN et al. 1988, NAMBA et al. 1991)
odstartovala rozsahly vyzkum molekularné genetické podstaty AIP a byla popsana fada

mutaci zptisobujicich tuto chorobu (viz. kap. 2.7.2.).
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2.5.2. Incidence a geografické rozsireni

Ve vétsiné zemi je AIP nejbéZné&j$im typem akutni porfyrie (KAPPAS et al. 1995),
pouze v Jihoafrické republice je <&ast&jsi porfyrie variegata (GORCHEIN 1997).
Naptiklad v USA je prevalence AIP 5-10:100 000, v zapadni Australii 3:100 000
(TSCHUDY et al. 1975). Prevalence AIP v argentinské populaci byla odhadnuta na
1:125 000, coZ je méné neZ v jinych populacich (DE SIERVI et al. 1999b). Neobvykle
vysoky vyskyt AIP (1,46%) byl zjistén v komunit¢ Kumhar v zépadnim Rajahstanu
v Indii (SACHDEYV et al. 2005).

V Evropé jako celku se prevalence odhaduje na 2—5:100 000. Nejvyssi prevalence AIP
byla dosud popsana v severnim Svédsku 100:100 000, ve dvou malych oblastech
dokonce az 0,5-2%. Nicméné celkova prevalence AIP ve Svédsku je pouze 10:100 000
(FLODERUS et al. 2002). V Polsku je podle nejnovéjSich tdaji prevalence AIP
1:70 000 (SCHNEIDER-YIN et al. 2006). Ve Finsku udava ptivodni studie prevalenci
na 3:100 000 (MUSTAJOKI a KOSKELO 1976), podle novéjsi studie byla prevalence
nizké aktivity PBGD v krvi zdravych darct 1:500 (MUSTAJOKI et al. 1992). Podobna
studie z Francie uvadi hodnoty 1:1 675 (NORDMANN et al. 1997). Tato fakta vedou
nutné k zavéru, Ze prevalence AIP, byt’ i bez zjevnych pfiznakii (tzv. asymptomaticka

AIP), mize byt mnohem vyssi, neZ se predpokladalo.

2.5.3. Klinicky obraz onemocnéni

K akutnim zéachvatiim dochazi ptiblizné u 10-20% postizenych jedinci. Asi 50%
pacientll ma pouze mirnéj$i ptiznaky typické pro AIP (KAUPPINEN a MUSTAJOKI
1992). Priblizné polovina osob se sniZenou aktivitou PBGD tak zistava cely Zivot bez
pfiznakd. K akutnim zachvatim téméf nedochazi pfed pubertou, ale obvykle az mezi
15. a 40. rokem zivota (MUSTAJOKI a KOSKELO 1976). Ke klinickym projeviim

dochazi 3x Castéji u Zen nez u muzi (viz dale).

Pfiznaky béhem akutniho zachvatu se vétSinou vztahuji k neurologickym dysfunkcim.
Prehled pfiznakl je uveden v tabulce 3 (podle MUSTAJOKI 1999). Téméf vidy je
pfitomna kifeCovita aZ agonizujici bolest bficha. Tmava nebo €ervend mo¢ byva také

Casto pozorovana, ale ostatni pfiznaky jsou zna¢né variabilni, coZ zpisobuje potiZe pfi
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stanoveni spravné diagnozy. Pokud nedojde k okamzité 1é¢bé, miiZe akutni zachvat vést
az k letalni respiraéni paralyze. V soucasnosti ale dochazi k takovym pfiznakim jen
zfidka a to zejména diky dobré znalosti faktord vyvolavajicich zachvat a také diky
dokonalejsi terapii (MARTASEK a KORDAC 1989, KAUPPINEN a MUSTAJOKI
1992). Priibéh akutniho zachvatu je zna¢né individudlni a ptiznaky pretrvavaji dny az
tydny. Ne&ktefi pacienti maji téméf nepfetrzité ptiznaky choroby, ale u vétSiny
symptomatickych pacientl se zachvaty stfidaji s obdobim relativné asymptomatickym

(KAPPAS et al. 1995).

Tab. 3: Priznaky béhem akutniho zdchvatu.

Bolest biicha 90%
Tmava nebo ¢ervena moc 89%
Zvraceni 61%
Zacpa 56%
Bolest koncetin a/nebo zad 53%
Svalova slabost 53%
Psychické ptriznaky 46%
Hypertenze (diast. > 100 mmHg) 42%
Tachykardie 40%
Horecka 35%
Porucha smyslového vnimani 19%
Kiece 14%
Paralyza dychacich svalu 14%
Prijem 9%

Porfyrické zachvaty byvaji €asto vyvolany vnéj§imi nebo vnitinimi faktory napf.
hormonélnimi zménami béhem menstruaéniho cyklu a té€hotenstvi, nékterymi léCivy
(napf. barbituraty, sulfonaminy, pyrazolonovymi derivaty — induktory cytochromi
P450), alkoholem, infekci, stresem a nepfiméfenym kalorickym piijmem (MARTASEK
a KORDAC 1989, KAPPAS et al. 1995, DEYBACH a PUY 2003). Prevenci téchto
faktord se obvykle sniZi &etnost zachvatli. Zeny v plodném obdobi potiebuji hormonalni

terapii k potlaceni produkce pohlavnich hormond.

U AIP pacientli se n€kterd onemocnéni vyskytuji mnohem cast&ji nez ve zdravé
populaci. Riziko hepatocelularniho karcinomu je zvySeno 61-114x (KAUPPINEN a
MUSTAIJOKI 1992, ANDERSSON et al. 1996, LINET et al. 1999) a je pfi€inou smirti
ujedné Ctvrtiny AIP pacienti (ANDERSSON et al. 1996). Chronickad hypertenze je
mnohem bé&Znéjsi u pacientd s manifestovanou AIP neZ u pacientl s AIP latentni nebo

u zdravych jedinci (ANDERSSON a LITHNER 1994): 56% pacientl s manifestovanou
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AIP mélo hypertenzi. Naproti tomu vyskyt chronické hypertenze ve studovaném
souboru finskych porfyrik z 53 rodin byl mnohem niz§i (~24%) a navic nekoreloval
s klinickou manifestaci (KAUPPINEN a MUSTAJOKI 1992). ZvySend umrtnost na
kardiovaskularni onemocnéni nebyla u AIP pacienti prokdzéna (KAUPPINEN a
MUSTAJOKI 1992, ANDERSSON et al. 1996). Riziko chronického selhani ledvin je
mezi AIP pacienty vy$§i (KAUPPINEN a MUSTAJOKI 1992, ANDERSSON a
LITHNER 1994, ANDERSSON et al. 2000).

2.5.4. Patogeneze

Mechanizmy, kterymi deficience PBGD vyvoldva pfiznaky AIP, nejsou jesté¢ zcela
objasnény. Za normalnich podminek je biosynteticka draha hemu schopna plnit svou
ulohu i pfi sniZzené aktivit¢ PBGD. ZvySena metabolicka potieba hemu v jatrech vede
k indukci exprese ALAS (KAPPAS et al. 1995, ELDER et al. 1997). Vysledkem je
nahromadéni meziproduktl biosyntézy hemu (ALA a PBG), protoze poskozeny enzym

(PBGD) neni schopen pifeménit veskery porfobilinogen na hydroxymetylbilan.

Nekteré 1éky (napt. rifampicin, barbituraty), alkoholické napoje a steroidni hormony
(a dalsi latky, které mohou vyvolat pfiznaky porfyrii) bud’ indukuji syntézu hemu pro
tvorbu cytochrom P450 izoenzymi (DOSS et al. 2000) nebo pfimo degraduji hem
v burikdch (napft. alylisopropylacetamid) a tim indukuji jaterni ALAS. K vy¢erpani
hemu a kindukci ALAS mulze dojit i zvySenim aktivity hem oxygenazy (napf.

nedostate¢nym kalorickym piijmem nebo infekci, HERRICK a MCCOLL 2005).

Akutni zachvaty AIP jsou vyvolany indukci ALAS a ptiznaky jsou disledkem
neurologickych dysfunkci. Presto podrobnosti molekularni patogeneze zlstavaji stéle
nejasné. Existuji tfi hlavni hypotézy, které se snazi vysvétlit symptomatologii akutnich

zachvatu:

1) vycerpani hemu v bunikach centralniho nervového systému (LINDBERG et al.
1996, 1999),

2) neurotoxicita nahromadénych meziprodukti, zejména ALA (BONKOVSKY
1993), a
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3) disturbance neurotransmiteri jako disledek nedostatku hemu a tryptofan
pyrolédzy (enzym zévisejici na hemu) v jatrech (LITMAN a CORREIA 1983,
1985).

Neurologické manifestace jsou podle prvni teorie zplsobeny vycerpanim hemu,
naslednym naruSenim oxidativni fosforylace v burikach a zvySenim tvorby serotoninu
(ABRAHAM 1991). ZvySena produkce serotoninu je dasledkem ubytku hemu pro
syntézu tryptofan pyrolazy.

Drive se pifedpokladalo, Ze neurologické symptomy jsou zplsobeny toxicitou
nahromadéné ALA, ale umélé zvySeni koncentrace ALA u potkani podobné projevy
nevyvolalo (BEUKEVELD 1995). Neurologické a psychické zmény bez zvySené
hladiny ALA jsou navic pfitomny u n€kterych vzacnych piipadi porfyrie cutanei tardy a

erytropoetické protoporfyrie (MEYER et al. 1998).

Na zvifecim modelu bylo prokazano, Zze ALA nahromadénd béhem akutniho zachvatu
zvySuje oxidativni zatéZ v hepatocytech. Touto zatézi je poSkozovana fada proteinovych
struktur a také kli€¢ové enzymy metabolismu glukézy. To vede k rychlému vyc&erpani
glukoézy v hepatocytech. Tim Ize vysvétlit, pro¢ podavani glukozy béhem porfyrického
zachvatu vede ke zlepSeni klinického stavu (LELLI et al. 2005).

V modulaci patogeneze akutnich zachvati hraji didlezitou ulohu kromé genetického
poskozeni v biosyntetické draze hemu a precipitujicich faktorti i daldi geny. Jedna se
zejména o geny metabolismu 1ékli, hormont a porfyrinl a geny ovliviiyjici biosyntézu
hemu. Napftiklad mulidrug resistance protein 2 a P glykoprotein, které transportuji rizné
latky pfes membranu hepatocytli do Zluce, jsou (stejné jako enzymy P450) vysoce
polymorfni. Tim miZe byt vysvétlena rtizna rychlost clearance porfyrind a jejich

prekurzort v jatrech u riznych pacientt (VON UND ZU FRAUNBERG:.et al. 2005).

Ackoliv jsou vSechny uvedené teorie podporovany experimentalnimi vysledky, Zadna
z nich nemtze vysvétlit rozli¢né pfiznaky akutni ataky, a tak patogenetické mechanizmy

akutniho zachvatu zlstavaji dosud ne zcela objasnéné.

Vytvofenim transgenni mysi s ¢asteCné chybéjici PBGD (LINDBERG et al. 1996,
1999) vznikl prvni experimentalni model akutnich porfyrii. Studie provedené na téchto

mySich naznaCuji, Ze nedostatek hemu a nasledna dysfunkce hemoproteini zplsobuje
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chronickou a progresivni neuropatii vedouci aZ ke zhorSené motorické koordinaci a

svalové ochablosti (LINDBERG et al. 1999).

2.5.5. Biochemické nalezy a diagnostika AIP

Diagnostika akutnich porfyrickych zachvati je zaloZena na stanoveni zvySené exkrece
ALA a PBG moc¢i (BLAKE et al. 1992). Dalsi klinické testy (tj. test Watson-
Schwartziv a test Hoeschtv) slouZi ke stanoveni porfyrinti v moci a exkrementech a
jsou dulezité pro odliSeni AIP od dal$ich porfyrii, u kterych mtize dochézet k podobnym
akutnim zachvatim (HC a VP). Tato diferen¢ni analyza je dulezitd zvlast€¢ pro
presymptomatickou diagnoézu latentnich AIP pacientii. A¢koliv vétSina nositelt tohoto
genetického poskozeni zistava po cely Zivot bez potizi (asymptomaticti), zachvaty
mohou byt pomérné snadno vyvolany vnéj$imi faktory. Proto je ¢asnd detekce nositeld

poskozeného genu dulezita pro prevenci akutnich zachvatu.

Do poloviny 90. let bylo hlavni metodou pro vyhledavani latentni AIP v postizenych
rodinach stanoveni aktivity PBGD v erytrocytech (MAGUSSEN et al. 1974, FORD et
al. 1980). V takovém uspotadani je jako substrat pouzit PBG a mnozstvi vzniklého
uroporfyrinu I je méfeno spektrofluorometricky. Aktivita erytrocytarni PBGD je u AIP
pacientl polovi¢ni ve srovnani se zdravymi osobami. Problém piedstavuje tzv. variantni
AIP, pfi niz je enzymovym defektem postizena pouze neerytropoeticka tkan
(MUSTAIJOKI 1981). Navic v ur€itych ptipadech (~5—15%) mize dochézet k piekryvu
namétfenych hodnot enzymatickych aktivit u zdravych a postizenych jedincii a test tak
neni prikazny (KAUPPINEN et al. 1995, PUY et al. 1997). Aktivitu PBGD muze
ovlivnit také fada chorob (MUSTAJOKI 1999).

V soucasnosti se bézné¢ vyuziva DNA diagnostika. Jednotlivé exony PBGD lze
analyzovat sekvencovanim. U vét§iho souboru pacientii je vyhodnéjsi amplifikované
¢asti genu otestovat na pfitomnost mutace a sekvencovat jen fragmenty s mutaci.
Pfitomnost mutace 1ze ovéfit napt. pomoci metody DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) nebo SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism, PUY et al.
1997a, MUSTAJOKI 1999).
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2.5.6. Lécba AIP

V roce 1966 bylo prokazéano, Ze intraven6zné podany hem (ve formé derivatu hematinu)
efektivné snizuje aktivitu jaterni ALAS u porfyrickych krys a zaroven zlepSuje jejich
klinicky stav. V humanni mediciné neni pouZivani hematinu mozné kvili vedlejSim
u¢inkiim. Misto toho se kinfuzim pouZiva hem stabilizovany L-argininem
(Normosang), ktery ma obdobné uginky na metabolickou drahu porfyrint jako hematin,
ale bez vedlejich G¢inki. Ma rovnéZ mnohem vys$si stabilitu (TENHUNEN a
MUSTAJOKI 1998).

Jelikoz symptomaticka 1écba je pouze docasna a neposkytuje dlouhodobou ochranu
proti akutnim atakdm, cilem védeckého vyzkumu jsou nové terapeutické alternativy.
zachvaty jsou Casto vyvolany faktory, které indukuji jaterni ALAS, nebo kladou vysoké
naroky na tvorbu hemu v jatrech. Bylo prokazano, Ze transplantace jater muze vést

k tplnému vylé¢eni AIP (SOONAVALLA et al. 2004).

Moznym pfistupem k 1é¢bé akutnich zachvati je aplikace inhibitoru hem oxygenazy,
klicového enzymu hemové degradace. Timto zplisobem Ize zvySit mnoZstvi
metabolicky vyuZitelného hemu (ANDERSON a KORMOS-HALLBERG 2003). Dalsi
moznost 1é€by akutniho zachvatu pfedstavuje podani rekombinantni PBGD (SARDH et
al. 2003).

AIP spliuje zékladni kritéria pro genovou terapii metabolickych onemocnéni. Je
monogenné podminéna, gen pro PBGD byl dobie charakterizovéan a byl vytvofen mysi
model AIP. Byla provedena uspésna transfekce PBGD expresnich plazmidid pomoci
nevirového genového prenosu vruznych bunéénych systémech, vcetné fibroblastl
pacienti s AIP (JOHANSSON et al. 2003). Pomoci adenovirového genového pfenosu
byl vylécen enzymaticky defekt u mys§iho modelu AIP (JOHANSSON et al. 2004).
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2.6. Porfobilinogen deaminaza (PBGD)

PBGD je monomerni enzym, ktery se u lidi vyskytuje ve dvou izoformach: 44 kDa
,housekeeping” enzym (nespecifickd forma pfitomnd ve vSech burikach) a 42 kDa
erytroidné specificky enzym. Nespecifické forma je na N-konci delsi o 17 aminokyselin
(GRANDCHAMP et al. 1989). Viudypfitomny protein je tvofen 361 aminokyselinami
a je kodovan unikatnim genem v distalni ¢asti dlouhého raménka 11. chromozému. Obé

formy enzymu maji stejné kinetické parametry (BRONS-POULSEN et al. 2005).

2.6.1. Funkce PBGD

PBGD katalyzuje tetramerizaci porfobilinogenu. Produktem reakce je vysoce nestabilni
1-hydroxymetylbilan (preuroporfyrinogen). Tento krok je nasledovan tvorbou
cyklického tetrameru uroporfyrinogenu pomoci uroporfyrinogen III syntdzy. PBGD
pracuje v né€kolika krocich, v nichz postupné ptidava PBG (obr. 3). Dipyrometanovy
kofaktor slouzi k uchyceni molekul substratu do katalytického centra a tidi tvorbu
tetrapyrolu (JORDAN a WARREN 1987). Kofaktor neni sestavovan z molekul
porfobilinogenu, ale vznikd z preuroporfyrinogenu reakci zahrnujici C-alkylaci
cysteinu-261 (apoenzymu PBGD) 1-hydroxymetylovou skupinou preuroporfyrinogenu
(SHOOLINGIN-JORDAN 1995). Apoenzym si kofaktor vytvari sam.
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Obr. 3: Zndzornéni katalytické funkce PBGD.
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Dale byly izolovany komplexy enzymu s navazanym meziproduktem (WARREN a
JORDAN 1988). Z nich nejlabilngj$i je pti 37°C prvni intermedidtovy komplex
(tj. enzym sjednou navazanou substratovou molekulou, ES), nejstabilngjsi druhy
intermediat (ES;). Posledni enzym-intermediatovy komplex (ESs4), ve kterém jsou na
dipyrometanovy kofaktor navazany vSechny &tyfi porfobilinogenové kruhy, se vibec

nehromadi, pravdépodobné diky rychlému uvoliiovani tetrapyrolu z enzymu.

Pfes svou malou velikost ma PBGD schopnost katalyzovat vicendsobné chemické
reakce. Katalyzuje opakovanou kondenzaci PBG podjednotek s akceptorovym

pyrolovym fetézcem a ukon¢i reakci po sestaveni tetrapyrolu.

2.6.2. Struktura PBGD

Struktura lidské PBGD byla pfedpovézena za pouziti tfirozmérné struktury PBGD
pietisténé a krystalizované z E. coli s rozlisenim 1.66 A (LOUIE et al. 1992, 1996,
BROWNLIE et al. 1994, HELLIWELL et al. 1998, 2002). Struktury PBGD (E. coli)
jsou zvefejnény v databazi www.PDB.org (1AHS, 1GTK, 1PDA, 1YPN, 2YPN).

Molekula se sklada ze tii domén podobné velikosti spojenych navzajem flexibilni
oblasti (obr. 4). Mezi 1. a 2. doménou ma enzym jedno aktivni misto, které vyuziva pro
kondenzaci PBG (WARREN a JORDAN 1988, LOUIE et al. 1992). V piipadé E. coli
(odpovidajici aminokyselinové zbytky lidského proteinu jsou uvedeny v zavorce) je
dipyrometanovy kofaktor kovalentné vazan na cystein-242 (Cys261). Dalsi
aminokyselinové zbytky tj. aspartat-84 (Asp99), argininy-131, 132, 149, 155 (Argl49,
150, 167, 173), lysin-83 (Lys98) a jesté nekteré dalsi tvoii iontové interakce a vodikové
miustky s kofaktorem (BROWNLIE et al. 1994). Pozitivné nabité postranni fetézce
argininu-11, 132 a 155 (Arg26, 150, 173) pravdépodobné interaguji se substratem
(obr. 5).

Podle aminokyselinové sekvence odvozené ze sekvence nukleotidii fady organizmi je
58 zbytkli v PBGD invariantnich. Tyto konzervované aminokyseliny jsou seskupeny
v hydrofobnim jadfe molekuly, v aktivnim mist& nebo v jinych konformaéné dilezitych
pozicich. To svéd¢i o podobné struktufe a mechanizmu Kkatalytické aktivity PBGD
v organizmech rtizného fylogenetického staii (BROWNLIE et al. 1994).
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Obr. 4: Schematické zndzornéni topologie sekunddrnich struktur lidské PBGD,

modelované podle E. coli PBGD. Zménou barvy jsou odliseny jednotlivé exony. Kazdy
sekunddrni prvek je cislovan podle lidské aminokyselinové sekvence a je oznacen
identifikatorem sekunddrniho prvku (nap¥. al; je 1. a-helix v 1. doméné). Hvézdou je

oznaceno aktivni misto enzymu a dpm oznacuje misto, kam se vaze kofaktor (Cys261).
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Obr. S5: Zndzornéni vodikovych a iontovych vazeb dipyrometanového kofaktoru (tucéné)
s aminokyselinami a molekulami vody v aktivnim centru PBGD. Aminokyseliny jsou

cislovdany podle lidské sekvence, ekvivalentni zbytky E. coli jsou uvedeny v zdvorce.
Prevzato z WOOD et al. (1995).
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2.7. Molekularni genetika AIP

2.7.1. Gen pro PBGD

Gen kodujici PBGD byl identifikovan a dikladng charakterizovan (RAICH et al. 1986,
GRANDCHAMP et al. 1987, CHRETIEN et al. 1988, NAMBA et al. 1991, YOO et al.
1993). Je lokalizovan na dlouhém raménku 11. chromozému (NAMBA et al. 1991).
Velikost genu je 10kb, ztoho 1,3 kb predstavuje kodujici sekvenci. Genomova

sekvence je rozdélena na 15 exond o velikosti 39438 bp a 14 intrond o velikosti

87-2913 bp (obr. 6).
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Obr. 6: Struktura géhd‘pro PBGD.

Transkripce probiha ze dvou riznych promotorit (CHRETIEN et al. 1988). mRNA pro

nespecifickou izoformu enzymu obsahuje exony 1 a 3-15 a kdéduje enzym dlouhy

-------

kodon je lokalizovan v exonu 1 pro nespecifickou izoformu a v exonu 3 pro erytroidné
specifickou izoformu. Erytroidni izoforma tak na N-konci postrddd prvnich
17 aminokyselin. Pomérné¢ nedavno byla prokazana existence dvou rozdilnych
erytroidnich mRNA transkriptd. Tzv. alternativni erytroidni transkript obsahuje mezi
exony 2 a 3 intron 2 a prodluzuje tak 5’-nepfekladanou oblast o 176 bazi (obr. 7,
GUBIN a MILLER 2001).
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AUG UAA

1
1 | 3 I PBGD-H (housekeeping transkript) | 16
AUG UAA
[ 2 ] intron [3] PBGD-EA (erytroidni alternativni transkript) | 15
AUG UAA
1 1
[ 2 |3] PBGD-E (erytroidni transkript) l 15

Obr. 7: Transkripty genu pro PBGD.

Erytroidni promotorové oblast se nachazi v intronu 1 a strukturné pfipomina promotor
B-globinového genu. Obsahuje CAAC motiv, CAAT box, jedno NFE-2 a dvé GATA-1
vazebna mista (CHRETIEN et al. 1988). Transkripce erytroidni formy PBGD tak muze
byt regulovana podobnym souborem transkripénich faktor jako B-globinovy gen, coz

dovoluje zahgjit transkripci obou gend souasné béhem erytroidni diferenciace
(MIGNOTTE et al. 1989, 1989a).

Promotorova oblast pro tzv. ,.housekeeping™ transkript je lokalizovana v exonu 1, bliZe
5’-konci (CHRETIEN et al. 1988, YOO et al. 1993). Minimalni promotorova sekvence

byla urena pomoci deleéniho mapovani a je lokalizovana mezi -243 a -115

.....

.....

elementy (TRE, CAC box, ENH) s negativni regulacni funkci (LUNDIN a ANVRET
1997, obr. 8).

TRE
AP1 13 bp repetice CAC
AP4 | Sp1 AP1 | enw
- —

| | ATG

I GAATGGGGAGGTC GAATGGGGAGGTC |
Obr. 8: Struktura promotoru nespecifické formy PBGD.
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Do konce roku 2005 bylo vgenu pro PBGD identifikovano 18 intragenovych
polymorfismt (LEE a ANVRET 1987, LLEWELLIN et al. 1987, KAUPPINEN et al.
1990, LEE et al. 1991, GU et al. 1991, DAIMON et al. 1993, YOO et al. 1993, PUY et
al. 1997, WHATLEY et al. 1999, LAM et al. 2001, ROBREAU-FRAOLINI et al. 2000,
BRASCH et al. 2003, viz dodatky tab. 14). T¥i z polymorfismi jsou exonové, v exonech
4,7 al0, ale neméni aminokyselinovou sekvenci. Patnict polymorfismi je
lokalizovano v intronovych oblastech genu; &tyfi znich se nalézaji v intronu I,
nejdeldim (2,9 kb) intronu vgenu pro PBGD. Kromé téchto intragenovych
polymorfismi byly nalezeny jesté dva polymorfismy v neerytroidni promotorové oblasti
(PICAT et al. 1991, LUNDIN a ANVRET 1997) a jeden v 3 -neptekladané oblasti genu
(LAW et al. 1999).

V intronovych sekvencich genu pro PBGD bylo nalezeno $est Alu elementd. Alu
elementy jsou odvozeny od 7SL RNA nahromadénim vnitinich deleci nebo bodovych
mutaci nasledovanych dimerizaci (MAKALOWSKI et al. 1994). Uvnité genomu
primatd se Alu elementy integruji retropozici (ROGERS 1985), ktera zahrnuje tvorbu
transkriptu RNA polymerazou IIl, reverzni transkripci a integraci Alu DNA do
AT-bohatych oblasti genomu (JAGADEESWARAN et al. 1981). Typicky Alu element
je dlouhy 282 nukleotidii a sklada se ze dvou homolognich, ale odlisnych podjednotek.
Alu repetice mohou byt rozdéleny do riznych podrodin na zakladé vieobecné sdilenych
diagnostickych mutaci (JURKA 1993). Dvé z Alu sekvenci vPBGD genu jsou
lokalizovany v 5'-oblasti, tfi v intronu 1. Sesty Alu element je v intronu 9 a jako jediny
je v sense orientaci. Pét Alu sekvenci patfi do relativné moderni Sa podrodiny, zatimco

jedna je homologni se starsi J podrodinou (YOO et al. 1993).

2.7.2. Mutace zpusobujici AIP

Do konce roku 2005 bylo v genu pro PBGD identifikovano 301 mutaci zplsobujicich
AIP (viz dodatky tab. 12). Z téchto mutaci patéi 192 (64%) mezi jednonukleotidové
substituce, 69 (23%) jsou delece a 37 (12%) inzerce. Dusledkem mutaci je nejéastgji
zaména aminokyseliny (missense mutace, 31%). 29% mutaci méni &teci ramec, coz
vede k predCasné terminaci translace. 28% mutaci ovliviiuje sestfih a 8% mutaci vytvaii

transla¢ni terminaéni kodon (grafy 2 a 3).
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Graf 2: Zastoupeni nukleotidovych zmén v genu pro PBCiD. N
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Graf 3: Typy mutaci v genu pro PBGD podle funkcniho dopadu.
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Z4dné mutace nebyly nalezeny v exonu 2 a v pfilehlych sekvencich. Exon 2 nekéduje
protein a je transkribovan pouze do erytroidni mRNA. Inicia¢ni kodén této izoformy je
lokalizovan v exonu 3. Mutace zpusobujici AIP jsou v genu pro PBGD rozloZeny
rovnomérné a nikoliv v tzv. hot spots. 46 (15%) mutaci je lokalizovano v exonu 12, coz
je nejvice ze vSech exond. Tento exon je ale také druhy nejdelsi (grafy 4 a 5).
Alternativni pohled na rozloZzeni mutaci v genu pro PBGD poskytuje graf 6. Pocet
mutaci vkazdém exonu je vydélen délkou exonu vbp (pofet mutaci na bp).
Pozoruhodné je, Ze Sest z osmi aminokyselinovych zbytki kliCovych pro enzymovou
aktivitu (R26, K98, D99, R149, R150, R167, R173, a C261) je substituovano za vzniku

AIP. Jen v pozicich R150 a C261 nebyly dosud zadné mutace zaznamenany.
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Graf 4: Typy mutaci podle funkcéniho dopadu a jejich lokalizace v genu pro PBGD.
Promot - promotorovad oblast, EI-15 - exony, IVS1-14 - introny.
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Graf 5: Zastoupeni a lokalizace nukleotidovych zmén v genu pro PBGD. Promot -
promotorovd oblast, E1-15 - exony, IVS1-14 - introny.
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Graf 6: Pocet mutaci pFipadajicich na bp v jednotlivych exonech genu pro PBGD.
Promot — promotorova oblast, EI1-15 — exony, IVS1-14 — introny.
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Navzdory uniformnim klinickym projeviim je molekuldrné genetické pozadi choroby
vysoce heterogenni. Bylo prokdzano, Ze typ nebo lokalizace mutace ovliviiuje klinické
projevy choroby pouze z20% (VON UND ZU FRAUNBERG et al. 2005). VétSina
mutaci dramaticky sniZuje enzymatickou aktivitu a/nebo stabilitu proteinu kédovaného

mutantni alelou.

Rozsiteni jednotlivych mutaci je velmi rtiznorodé. VétSina dosud zaznamenanych
mutaci se dédi v ramci jedné rodiny. Vyjimku tvofi mutace, které jsou v ur€itych
oblastech pomérng &asté. Napiiklad ve Svédsku asi polovina viech rodin s AIP sdili
stejnou mutaci W198X (MGONE et al. 1992) V Holandsku pfipada na tfetinu AIP
pacientli mutace R116W (DE ROOIJ et al. 1995). Mutace se vétSinou dédi z generace
na generaci, ale bylo zaznamenano i nékolik de novo mutaci (KAUPPINEN et al. 1995,
WHATLEY 1995, PUY et al. 1997a, tato studie).
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3. CILE PRACE

1. Identifikovat mutace zpusobujici AIP u nov€ diagnostikovanych pacientd

z Ceské a Slovenské republiky a tim definitivné potvrdit diagnézu.

2. Zavést metodologii pro molekularni analyzu genu pro PBGD a nasledny
geneticky screening u nové diagnostikovanych nemocnych s AIP a v jejich

rodinach.
3. Pfipravit rekombinantni proteiny s vybranymi mutacemi.

4. Charakterizovat mutace na molekularni urovni a vlastnosti mutovanych proteind

baterii biochemickych technik.
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4. MATERIAL A METODY

Kapitola obsahuje podrobny popis pouZitych metod, materialu, pfistrojii a chemikalii.
V zéavorce za pfistrojem nebo chemikalii je uvedeno na prvnim misté katalogové Cislo
vyrobku (pokud bylo dostupné), nasleduje pfesny nazev vyrobce a zemé plvodu.

Kapitola je rozdélena na &ast klinicko-genetickou a €ast experimentalni.

4.1. Klinicko-geneticka ¢ast
4.1.1. Pacienti

Do této studie bylo zahrnuto celkem 35 osob z 8 nepfibuznych rodin z Ceské a
Slovenské republiky. Jednalo se o rodiny €&i osoby s potvrzenym (klinicky nebo
biochemicky) vyskytem AIP nebo s podezfenim na vyskyt tohoto onemocnéni (bolesti
bficha a jednorazové zvySeni vyluCovani porfyrinG moéi, tab.4). Bylo nutné
identifikovat kauzalni mutaci a provést rodinny screening pro detekci doposud

asymptomatickych osob.

Tab. 4: Osoby vysetFované v této studii.

Pacient Diagnostikovana AIP  Podet vySetFovanych piibuznych
P1 ANO 7
P2 ANO 5
P3 ANO 6
P4 ANO 5
P5 ANO 4
P6 ANO -
P7 NE -
P8 NE -

4.1.2. Izolace DNA

Leukocytarni DNA byla izolovana ze 7 nebo 10ml vendzni krve persondlem
Mitochondrialni laboratote, KDDL, 1.LF UK. Izolovana DNA byla natedéna na

pracovni koncentraci 50 ng/ul a skladovana pti 4°C.
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4.1.3. Amplifikace DNA

Pro muta¢ni analyzu pomoci denatura¢ni gradientové gelové elektroforézy (DGGE)
byly vSechny exony a rozhrani intron/exon genu pro PBGD amplifikovany
polymerazovou fetézovou reakci (PCR) sadou 14 parti specidlné navrzenych
oligonukleotid (PUY et al. 1997a). Oligonukleotidy byly syntetizovany firmami EAST
PORT Praha s.r.o. a GENERI BIOTECH s.r.o. Reakce obsahovala 50 ng pfisluSné
gDNA, 1x PCR pufr (P 2317, Sigma, USA), 1,5 mM MgCl, (M 8787, Sigma, USA),
0,2 pM kazdého primeru, 0,1 mM smés nukleotidi (ANTP, D 7295, Sigma, USA), 1 U
Taq DNA polymerazy (D 4545, Sigma, USA) a vodu na PCR v celkovém objemu 50 pl.
Reakce probihala v termocyklérech TGradient (Biometra, Germany), Touchgene
Gradient (Techne, UK) nebo DNA Engine Dyad Thermal Cycler (MJ Research,
Bio-Rad Laboratories, USA) za téchto podminek: Pocate¢ni denaturace 5 min 94°C,
35x denaturace 30 sec 94°C, 30 sec teplota nasedani primert (59,3°C fragmenty 3 a 5/6;
62,9°C fragmenty 1 a 11; 55,8°C ostatni fragmenty), syntéza DNA 40 sec 72°C.
V poslednim kroku probihalo dosyntetizovani DNA (5 min 72°C), denaturace (5 min
95°C) a tvorba heteroduplexti (5 min 72°C).

Amplifikace vSech fragmenti byla ovéfena kontrolni elektroforézou (horizontalni
elektroforézy Liberty 1 a 2, Biokey American Instrument, USA) v 1,5% agarézovém
gelu (11404, Agarose for DNA Electrophoresis, Serva, Germany) a 1x TBE pufru
(T-4415, 10x TBE Buffer, Sigma, USA). Napéti 18 V.em!', &as 15 min
(POWER-PAC 1000 Power Supply, Bio-Rad, USA).

4.1.4. Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

DGGE piedstavuje rychlou a spolehlivou metodu pro vyhleddvani mutaci a
polymorfisma v amplifikovanych usecich DNA (FODDE a LOSEKOOT 1994) a byla
prokazana jeji vhodnost i pro molekularni diagnostiku AIP (TCHERNITCHKO et al.
1999). Principem metody je postupna denaturace fragmenti dsDNA migrujicich
v akrylamidovém gelu gradientem denaturaénich ¢inidel. Fragmenty obsahujici mutaci
denaturuji dfive nez fragmenty bez mutace a tudiz v gelu migruji pomaleji. Po obarveni

separované DNA v gelu ethidium bromidem lze vizualné rozlisit fragmenty s mutaci a
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bez mutace (obr. 9). Citlivost metody je mnohonasobn& zvysena pouZitim specidlnich
primerd, kdy jeden z primerti obsahuje na svém 5’-konci 30-50 GC nukleotidii. Behem
PCR je timto zpisobem v amplifikovaném useku DNA vytvofena hiife denaturovatelna
oblast, ktera bdhem denaturace zbytku fragmentu drzi ob& vlakna dsDNA u sebe a

umoziiuje tak lepsi rozliSeni mutovanych a nemutovanych fragment.

Wild-type DNA Mutovana DNA

.}
Yoenaturace a renaturace

Homoduplexni l Heteroduplexni

f

i

d

DNA DNA
wt mut  wt+mut
20%
‘E —
S <X Heteroduplexy
g — <
[
Q —
— - Homoduplexy
Se—— —— <
Y -
60%

Obr. 9: Princip DGGE. Prevzato z DCode Manual
(Bio-Rad Laboratories, USA).

Metoda popsana v literatuie (PUY et al. 1997, NISSEN et al. 1997) byla pfizpisobena
naS$im podminkam a dostupnému pfistrojovému vybaveni. Veskeré analyzy byly
provedeny na pfistroji DCode, univerzélnim systému pro detekci mutaci (170-9106,
Bio-Rad Laboratories, USA) za pouziti chemikalii obsazenych v soupravé DCode
Electrophoresis Reagent Kit for DGGE a CDGE (170-9170, Bio-Rad Laboratories,
USA). Na 8% akrylamidovy gel (akrylamid-bisakrylamid 37,5:1) formatu 16x16 cm
s denatura¢nim gradientem 40-90% (100% denaturans odpovidda 7 M mocoving,
U-0631, Sigma, USA a 40% v/v formamidu) bylo naneseno 15 pul PCR produktu. Skla

s gelem byla ponofena v 1x TAE elektrodovém pufru o teplot¢ 60°C. Elektroforéza
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probihala pfi konstantnim napéti 10 V.cm™ po dobu 3,5 hod. Po ukonéeni elektroforézy
byla DNA v gelu vizualizovana ethidium bromidem. Gel byl vyfotografovan pod UV
lampou na film Polaroid (Black & White 667).

4.1.5. Sekvencovani DNA

Vzorky DNA vytypované pomoci DGGE byly podrobeny sekvenacni analyze. Pro
dosazeni optimalnich vysledkti pfi sekvencovani byly vSechny vzorky pfeCiStény
pomoci QIAquick Gel Extraction Kitu (28706, QIAGEN, Germany) a mikrocentrifugy
(MICRO-200, Hettich, Germany). Pracovni postup byl pfevzat z protokolu QIAquick
Spin Handbook dodavaného skitem. 25-50 ul produktu PCR reakce bylo
elektroforeticky rozdéleno na 1,5% agar6zovém gelu. Po obarveni separované DNA
v gelu ethidium bromidem byly pod UV lampou vyfezany jednotlivé prouzky DNA.
Pomoci vySe uvedeného kitu byla DNA z vyfezanych prouzkii gelu extrahovéna a
navazana na silikagel v mikrocentrifuga¢nich kolonach. DNA byla eluovana ve 30 pl
ddH,0O. Koncentrace pieCisttné DNA byla zméfena na pfistroji ND-1000
Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, USA). Koncentrace se pohybovala
v rozmezi 10-25 ng/pl. Vzorky byly sekvencovany Ing. Katefinou Veselou z Kliniky
détského a dorostového lékatstvi na pfistroji ABI 3100 Avant Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, USA). Pro sekvenacni reakci byly pouzity stejné primery jako pro

PCR, pouze v niZ§i koncentraci (3,2 pmol/ul).

4.1.6. Restrikéni Stépeni DNA

Pro ovéfeni mutaci a snadny screening v postizenych rodinach bylo pro nékteré mutace
mozné navrhnout test vyuZivajici restrik¢niho $t€peni. Vznik nebo zanik restrikéniho
mista v disledku mutace byl testovan pomoci webové aplikace NEBcutter V2.0 na

internetové adrese http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php.

DNA z PCR reakéni smési byla precisténa QIAquick PCR Purifika¢nim Kitem (28106,
QIAGEN, Germany). Pracovni postup byl pievzat z protokolu QIAquick Spin
Handbook dodavaného s kitem. DNA byla eluovana ve 20 pl ddH,O.
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V disledku mutaci 76 C>T a 77 G>A zanikd a v disledku mutace 675delA vznikd
restrikéni misto pro enzym Acil. SloZeni reakéni smési (20 pl): 2 pl 10x NEBuffer 3
(New England Biolabs, USA), 5U Acil (New England Biolabs, USA), 10 pl
purifikované DNA a ddH,O do 20 pl. Reakce probihala ptes noc pii 37°C.

Mutace 518 G>A vede k zaniku jednoho ze dvou restrikénich mist pro enzym Hpall
(Mspl). SloZeni reakéni smési (20 ul): 2 ul 10x NEBuffer I (New England Biolabs,
USA), 5 U Hpall (New England Biolabs, USA), 10 pl purifikované DNA a ddH;O do
20 pl. Reakce probihala pfes noc pii 37°C.

Mutace 610 C>A vede k zaniku restrikéniho mista pro enzym BspMI. SloZeni reakéni
smési (20 pl): 2 ul 10x NEBuffer 3 (New England Biolabs, USA), 5 U BspMI (New

England Biolabs, USA), 10 ul purifikované DNA a ddH,0 do 20 pl. Reakce probihala
pfes noc pii 37°C.

Mutace 966insA vede k zéniku restrikéniho mista pro enzym Maelll. SloZeni reak¢ni
smési (25 pl): 12,5 pul 2x Buffer for Maelll (Roche, Switzerland), 1 U Maelll (Roche,

Switzerland), 10 pl purifikované DNA a ddH,O do 25 pl. Reakce probihala 10 hod pti
55°C.

Po restrikci byla provedena kontrolni elektroforéza s 10 pul reakéni smési v 3,5%
agarézovém gelu (elektroforéza OMNI, 20 ml gelu, agaréza Serva, Germany, 1x TAE
elektrodovy pufr). V gelu separovand DNA byla obarvena ethidium bromidem a gel byl

vyfotografovan pod UV lampou na film Polaroid.
4.1.7. TA klonovani PCR fragmentu s mutacemi 518 G>A a 610 C>A

V jednom ptipadé€ byly u pacienta nalezeny dvé kauzalni mutace, 518 G>A (R173Q) a
610 C>A (Q204K), ob¢ lokalizované v 10. exonu genu pro PBGD (obr. 10).

l R173Q l|l Q204K

Obr. 10: Schema genu pro PBGD s vyznacenim lokalizace mutaci
R173Q a Q204K.
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Ke zjisténi, zda jsou mutace lokalizované na stejné nebo na riznych alelach, poslouzila
metoda molekularniho klonovani. Pfislusny PCR fragment DNA piecistény z gelu (viz
kap. 4.1.5) byl nejdfive opatfen pifesahujicimi A-konci vreakci katalyzované Taq
polymerazou. SloZeni reakéni smési (13 pl): 10 ul DNA, 1,3 ul 10x PCR pufru (P 2317,
Sigma, USA), 0,52 ul 25 mM MgCl, (M 8787, Sigma, USA), 1,3 ul 2 mM dATP
(Sigma, USA) a 0,1 ul Taq polymerazy (D 4545, Sigma, USA). Reakce probihala
v termocykléru Touchgene Gradient (Techne, UK) 15 min pfi 72°C. Takto pfipraveny
inzert byl ligovan do vektoru pCR®4—TOPO (obr. 11), ktery byl soulasti soupravy
TOPO TA Cloning Kit for Sequencing (K 4575, Invitrogen, USA).

LacZa initiation codon
M13 Reverse priming site | T3 priming site
l | D T
201 CACACAGGAA ACAGCTAIGA CCATGATTAC GCCAAGCTCA GAAITAACCC TCACTAAAGG
GTGTGICCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGAGT CTTAATTGGG AGTGATTICC

— I__S_pel PSI“ leel EcI:oRi EclaRI Nclnl
261 GATTAGICCT GCAGGTITAA ACGAAITCGC CCTT PCR QMAGGGC GAATTCGCGS
CTGATCAGGA CGTCCAAATT TGCTTAAGCG GGTCCCG CTTAAGCGCC
T7 priming site M13 Forward (-20) priming site
311 | CCGCTAAALT -’IAA‘.“TCC:JCCC TATAGTGAGT CGTAI‘T[«].CAA T’ICA[C T5GCC G:CGTT“"‘A’?'

GGCGATTITAA GITAAGCGGG ATATCACTCA GCTATAATGII AAGIGACCGG CAGCAAAATIG

Obr. 11: Geneticka mapa vektoru pCR®*4-TOPQO. PFevzato z manudlu k TOPO TA
Cloning Kit for Sequencing (K 4575, Invitrogen, USA).

Liga¢ni smés obsahovala 3 ul DNA inzertu, 1 ul Salt Solution a 0,5 ul vektoru
pCR®4—TOPO. Reakce probihala 10 min p¥i pokojové teploté. 2 pl ligatni smési byly
pouzZity na transformaci 25 ul TOP10 chemicky kompetentnich bunék E. coli
(Invitrogen, USA). Buriky sligaéni smési byly inkubovany 15 min na ledu a pak
vystaveny teplotnimu Soku ve vodni lazni o teploté¢ 42°C po dobu 30 sec a 5 min na
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ledu. Poté byly inkubovany ve 125 ul SOC média (15544-034, Invitrogen, USA) pfi
37°C, 250 rpm po dobu 1 hod (Inkubator I0X400, Gallenkamp, UK). 50 pl a 100 pl
smési bylo vyseto na plotny s LB agarem (11 LB agaru obsahoval: 10 g tryptonu, 5 g
kvasinkového extraktu, 10 g NaCl, 15 g Agaru, pH 7,0) a ampicilinem (100 pg/ml,
A-9518, Sigma, USA). Inkubace probihala v termostatu pfes noc pfi 37°C. Druhy den
bylo vybrano 10 kolonii a kultivovano pfes noc vSml tekutého LB média
s ampicilinem. Dal$i den byla provedena izolace plazmidové DNA pomoci QIAprep
Spin Miniprep Kitu (27106, QIAGEN, Germany) a mikrocentrifugy (MICRO-200,
Hettich, Germany) podle protokolu QIAprep Miniprep Handbook dodavaného s kitem.
Plazmidova DNA byla v poslednim kroku izolace eluovana v 50 pl ddH,O a podrobena
sekvenacni analyze s primerem T7 (TOPO TA Cloning Kit for Sequencing, Invitrogen,
USA).

4.2. Experimentalni ¢ast

4.2.1. Izolace leukocyti

Leukocyty byly izolovany z periferni krve zdravé kontroly v gradientu Histopaque
(10771, Sigma, USA). 3 ml Histopaque byly pievrstveny 7 ml cCerstvé odebrané
nesrazlivé krve (EDTA). Po centrifugaci 30 min pfi 2000 rpm byl vznikly prstenec
leukocytii odebran a 3x promyt 1x PBS (Phosphate buffered saline, fosfatovy pufr,
sloZzeni 500 ml 10x PBS: 4,1 g NaCl, 1 g KCl, 7,2 g Na,HPO,, 1,2 g KH,PO4, dH,0,
pH 7,3). Peleta leukocytd byla resuspendovana v 500 pl zamrazovaciho roztoku (3,6 pl
2-merkaptoetanolu, 333,5 ul 6 M guanidium thiokyanatu, 12,5 ul 1 M citratu sodného,
25 pl 10% sarkosylu a 125,4 pl dH,O) a uskladnéna v -80°C.

4.2.2. Izolace RNA

Celkova RNA byla izolovana ze zmraZenych leukocytt periferni krve zdravé kontroly.
K rozmrznutym leukocytim bylo pfidano 50 pul 2 M octanu sodného (pH 4,0), 500 ul
fenolu syceného vodou a 150 pl smési chloroform-isoamylalkohol 49:1. Po dikladném

promichani byla smés inkubovana 10 min na ledu. 10 min centrifugaci pii 12 000 x g a
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4°C byla smés rozvrstvena na 3 faze. Vodni faze s RNA byla odebrana a jemné
promichdna se stejnym objemem ledového isopropanolu. B&éhem 30 min inkubace pfi
-20°C byla RNA zroztoku vysraZena a izolovana 15 min centrifugaci pfi 12000x g a
4°C. Peleta RNA byla 3x promyta 500 ul 75% etanolu a 1x 500 pl 100% etanolu.
Po poslednim promyti se peleta nechala 15 min oschnout pii laboratorni teploté a

nasledné byla rozpusténa v 30 ul ddH,O.

4.2.3. Reverzni transkripce a amplifikace cDNA pro PBGD

Bezprostfedné po izolaci RNA nasledovala reverzni transkripce. Syntéza 1. fetézce
cDNA byla zaji§ttna pomoci M-MLV reverzni transkriptdzy SuperScript III
(18080-093, Invitrogen, USA) a Oligo(dT)y primera (18418-020, Invitrogen, USA)
specifickych pro polyA konec mRNA. Reakéni smés obsahovala 1pul 50 uM
Oligo(dT)yo primerd, 4 pl izolované RNA, 1 pul 10 mM dNTP (D-7295, Sigma, USA) a
7 ul vody na PCR. Smés byla inkubovéana 5 min pti 65°C, 1 min 4°C a umistnéna na
led. Ke smési byly pfidany 4 pl 5x First Strand pufru (18080-093, Invitrogen, USA),
1 pl 0,1 M dithiotreitolu (18080—093, Invitrogen, USA), 1 ul RNAsin Plus RNAse
Inhibitoru (N2611, Promega, USA) a 1pul (200 U) reverzni transkriptazy
SuperScript III. Reakce probihala 60 min pii 50°C a 15 min pfi 70°C v termocykléru
Touchgene Gradient (Techne, UK). RNA byla z reak¢éni smési odstranéna pfidanim 2 U
RNAse H (18021-014, Invitrogen, USA) a 20 min inkubaci pii 37°C. cDNA byla
uskladnéna v -20°C.

Pro amplifikaci ¢cDNA housekeeping formy PBGD byl navrzen par specifickych
primeri. Kazdy oligonukleotid byl na 5°-konci opatfen restrikénim mistem
umoziujicim orientované vlozeni do vektoru (obr. 12). Primery byly navrzeny pomoci
webové aplikace Primer3 na internetové strance: http://fokker.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3 www.cgi a zadany k syntéze firmé EAST PORT Praha s.r.o.

Sekvence oligonukleotidi hPBGD ¢cDNA+BamHI S (24 bp): 5'-ATA TTG GAT CCA
TGT CTG GTA ACG G-3" a hPBGD cDNA+Xhol AS (28 bp): 5'-TAT ACT CGA
GTT AAT GGG CAT CGT TAA G-3'. Teplota nasedani primerd v PCR byla

odhadnuta pomoci vyse uvedeného programu na 61°C.
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Xhol

GATC h-PBGD cDNA (1086 bp) AGCT
BamHI

Obr. 12: Schema inzertu pfipraveného z cDNA lidské nespecifické
PBGD s restrikénimi misty vytvorenymi béhem PCR.

Slozeni amplifikaéni reakce (celkovy objem 25 ul): 12,5 ul Plain PP Master Mixu
(P-201, Top-Bio, Czech Republic), 9,5 ul PCR H,O0, 1 pl kazdého primeru (10 pM) a
1 pl templatu (cDNA). Reakéni podminky: prvni krok 3 min 94°C, 32 cykld 30 sec
94°C, 30sec 61°C, 45sec 72°C a posledni krok 10 min 72°C. Reakce probihala
v termocykléru  DNA Engine Dyad Thermal Cycler (MJ Research, Bio-Rad
Laboratories, USA). Produkty ze 4 reakci byly piecistény z 1% agardzového gelu (viz.
kap 4.1.5.). Pomoci QIAquick PCR Purification Kitu byla cDNA ze v8ech extrakci

zkoncentrovana na 35 ng/ul (viz kap. 4.1.6.).

4.2.4. Klonovani cDNA pro lidskou PBGD

Klonovéni pfedchazela volba vhodného vektoru. Pozadavky byly kladeny zejména na
moznost vysoké exprese a snadnou purifikaci rekombinantniho proteinu. Vektor musel
obsahovat rovnéz vhodné klonovaci misto. Témto poZadavkim nejlépe vyhovoval
vektor pGEX-4T-1 (27-4580-01, Amersham, UK) obsahujici tac promotor, gen pro
glutathion S-transferdzu (GST) a ampicilinovou rezistenci a klonovaci mista
BamHI / Xhol (obr. 13). Neptitomnost restrikénich mist pro BamHI a Xhol v cDNA
pro PBGD byla otestovana pomoci programu NEBcutterV2.0 na internetové adrese

http://tools.neb.com/NEBcutter2.
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pGEX-4T-1 (27-4580-01)
Thrombin

ILeu val Pro ArglGIy Ser1Pr0 Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG GAA TTG CCG GGT CGA CTC GAG,CGG CCG GAT CGLGAC IGA

BamH | EcoR 1 —5ma] T Sall o7 Notl Stop codons

Tth111 1]
Aat ll

BspM |
pSj10ABam7Stop7

Pst|

pGEX

~4900 bp

Nar |

EcoR V

BssH Il

Apa |
BStE Il pBR322

on

Miu |

Obr. 13: Genetickd mapa expresniho vektoru pGEX-4T-1 s detailem
polyklonovaciho mista. PFevzato z manudlu GST Gene Fusion System
(18-1157-58, Amersham, UK).

K zaji§téni dostate€ného mnozstvi vektoru pro dalsi experimenty, byl vektor namnozen
timto zplisobem: 25 pul buné€k E. coli DHSa TOP10 (Invitrogen, USA) bylo
transformovano 1 pl zasobniho vektoru pGEX-4T-1 (500 ng/ul, viz kap. 4.1.7.). Byly
vybrany 4 ptes noc narostlé kolonie a kultivovany v 5 ml LB média s ampicilinem (viz
kap. 4.1.7.). Plazmidovad DNA byla izolovana QIAprep Spin Miniprep Kitem (viz kap.
4.1.7.) a Zkoncentrovana na 185 ng/ul.

Na vektoru i na inzertu byly v samostatnych reakcich vytvofeny kohezni konce pro
orientovanou ligaci pomoci tépeni (double digestion) enzymy BamHI a Xhol. St&peni
probihalo v reakéni smési obsahujici 5pul 10x TANGO pufru (BYS, Fermentas,
Canada), 20 pl (3,7 pg) plazmidové DNA resp. 31 ul (1 pg) cDNA, 10 U BamHI
(#ERO0O051, Fermentas, Canada) a 10 U Xhol (#ER0691, Fermentas, Canada) a ddH,0
do objemu 50 pl 16 hod pii teploté 37°C. Enzymy byly inaktivovany 20 min pti 80°C.
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Linearizovany vektor byl na koncich defosforylovan 1 U Calf Intestine Alkaline
Phosphatase (#EF0341, Fermentas, Canada), ktera byla pfiddna do smési po restrik¢ni

reakci na 45 min pti 37°C.

Stépeny plazmid i inzert byly piecistény z restrikéni reakce a zkoncentrovany pomoci

QIAquick PCR Purification kitu (viz kap. 4.2.3.).

Pfi ligaci bylo dodrZeno doporuceni vyrobce ligazy tykajici se molarniho poméru koncti
DNA (vektor:inzert = 1:5) a maximalniho mnoZstvi vektorové DNA (200 ng). Liga¢ni
reakce (20 pl) obsahovala 150 ng vektorové DNA, 120 ng inzertu, 0,5 pl T4 Ligase
(M0202S, NEB, USA) a deionizovanou H,O. Smés byla inkubovana 30 min pfi

laboratorni teploté.

25 ul bunék E. coli DH5a. TOP10 (Invitrogen, USA) bylo transformovano 3 pl liga¢ni
smési. Buiiky byly kultivovany na agarovych plotnach s ampicilinem (viz kap. 4.1.7.).
Screening pozitivnich klonti byl proveden u 24 ndhodné vybranych kolonii. Jednotlivé
kolonie byly kultivovany pies noc ve 3 ml LB média s ampicilinem (viz kap. 4.1.7) a
plazmidova DNA byla izolovana QIAprep Spin Miniprep Kitem (viz kap. 4.1.7.). 3 ul
kazdého izolovaného plazmidu byly elektroforeticky analyzovany na 1% agarézovém
gelu. Timto zpisobem bylo identifikovano 8 konstrukti obsahujicich inzert. Sekvence

konstrukti byla ovéfena sekvencovanim inzertu z obou stran s primery pGEXS’™ a

pGEX3" (27-1410-01, 27-1411-01, Amersham, UK).

4.2.5. Cilena mutageneze

Z vychoziho wild-type PBGD konstruktu byly pfipraveny 3 mutantni konstrukty:
konstrukt s mutaci 518 G>A (R173Q), konstrukt s mutaci 610 C>A (Q204K) a
konstrukt se dvéma mutacemi 518 G>A a 610 C>A. Mutace byly generovany pomoci
Quick Change Site-Directed Mutagenesis kitu (#200519, Stratagene, USA, obr. 14).
Mutaéni primery, vzajemné komplementarni par pro kazdou mutaci, byly navrZeny
piesné podle doporuceni vyrobce kitu pomoci webové aplikace Primer3 na internetové
strance: http://fokker.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi a syntetizovany
firmou EAST PORT Praha s.r.o.
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Sekvence oligonukleotida: PBGD Mut610C-A_S (29 bp) 5'-CAA CCG GGT GGG
GAA GAT CCT GCA CCC TG-3’, PBGD_Mut610C-A_AS (29 bp) 5'-CAG GGT
GCA GGA TCT TCC CCA CCC GGT TG-3', PBGD_Mut518G-A_S (25 bp) 5'-CCT
CAA CAC CCA GCT TCG GAA GCT G-3°, PBGD_Mut518G-A_AS (25 bp) 5-CAG
CTT CCG AAG CTG GGT GTT GAG G-3".

S——- P

Obr. 14: Princip cilené mutageneze. Plné soustiedné kruznice predstavuji
puvodni konstrukt, kruZnice zndzornéné prerusovanou carou pak
predstavuji konstrukt novy s mutaci (znacka).

Pro mutagenezni reakci bylo pouzZito 5 ul 10x reakéniho pufru (soucast kitu), 1 pl
(10 ng) konstruktu, 1,5 pul (125 ng) kazdého primeru pro mutaci 518 nebo 1,3 pl
(125 ng) kazdého primeru pro mutaci 610, 1 ul ANTP mixu (soucast kitu), 1 pl (2,5 U)
Pfu Turbo DNA Polymerazy (souéast kitu). Reakce probihala v termocykléru DNA
Engine Dyad Thermal Cycler (MJ Research, Bio-Rad Laboratories, USA) za téchto
podminek: 1x 30sec 95°C, 12x 30sec 95°C, 1 min 55°C, 6 min 68°C. Plvodni
nemutovany plazmid byl zreakce odstranén pfidanim 1 pl (10 U) enzymu Dpnl a

inkubaci 1 hod pti 37°C.

2 ul mutagenezni smési byly pouZity na transformaci 50 pl bunék E. coli DH5a TOP10
(Invitrogen, USA). Buriky byly kultivovany na agarovych plotnach s ampicilinem (viz
kap. 4.1.7.). Screening pozitivnich klont byl proveden u 8 ndhodné vybranych kolonii
od kazdé mutace. Jednotlivé kolonie byly kultivovany pies noc ve 3 ml LB média
s ampicilinem (viz kap. 4.1.7) a plazmidova DNA byla izolovana QIAprep Spin
Miniprep Kitem (viz kap. 4.1.7.). Mutace byly ovéieny sekvencovanim (viz kap. 4.2.4.).
Konstrukt s mutaci 518 G>A byl vychozim materidlem pro tvorbu konstruktu se dvéma

mutacemi.
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4.2.6. Exprese rekombinantni PBGD v E. coli

Wild-type a mutantni PBGD byly exprimovény v E. coli fuzované s glutathion
S-transferazou (GST). Pro expresi byl zvolen kmen E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RP
(#230255, Stratagene, USA). K 55pul buné&k byl pfidan 1pul 1:10 XL10-Gold
B-merkaptoetanol mixu (Stratagene, USA). Po 10 min inkubaci na ledu bylo k buiikdm
ptidano 0,6 pl konstruktu. Po dalSich 30 min na ledu byly buriky vystaveny na 25 sec
teplotnimu Soku ve vodni lazni o teplot¢ 42°C a inkubovany na ledu 3 min.
K transforma¢ni smési bylo pfidano 450 pl SOC média piedehiatého na 42°C a
nasledovala inkubace 1 hod pti 37°C a intenzivnim tfepani (230 rpm). Na agarové

plotny s ampicilinem bylo vyseto 100 ul kultury. Kultivace probihala pies noc pii 37°C.

Jedna pres noc narostlé kolonie byla zaokovana do 20 ml 2x YTG média (1 | média
obsahoval 16 g tryptonu, 10 g kvasinkového extraktu, 5 g NaCl a 2% glukézu, pH 7,0)
s ampicilinem (100 pg/ml) a chloramfenikolem (50 pg/ml, C-0378, Sigma, USA).
Kultury rostly ptes noc (15 hod) pfi 30°C a dikladné aeraci (tfepani 250 rpm). Tyto
kultury byly pouzity k zaoCkovani 280 ml 2x YTG média s ampicilinem (100 pg/ml)
predehiatého na 30°C. Kultivace pokracovala pfi 30°C a intenzivnim tfepani (250 rpm)
az do dosazeni optické denzity 0,7-0,9 pfi 600 nm. Exprese rekombinantniho proteinu
byla zahajena pfidanim isopropyl-1-thio-p-D galaktopyranosidu (IPTG, 582-001-G025,
Alexis Biochemials, Switzerland) do finalni koncentrace 0,5 mM. Po 2 hod byly buriky
umistnény na led a postupné izolovany z média 10 min centrifugaci pti 7700 x g a 4°C

(Centrifuga MR-23i, Jouan, France). Pelety byly zmraZeny pfti -20°C.

4.2.7. Izolace a purifikace rekombinantni PBGD

Zmrazené pelety izolovanych bunék byly resuspendovany v 10 ml ledového 1x
koncentrovaného fosfatového pufru (PBS, slozeni 500 ml 10x PBS: 4,1 g NaCl,
1 g KCl, 7,2 g Na,HPOq, 1,2 g KH,PO4, dH,0, pH 7,3) obsahujiciho 5 mM dithiotreitol
(DTT, DO0632, Sigma, USA), 1 mM fenylmetylsulfonylfluorid (PMSF, 195381, ICN
Biomedicals, USA), 1 mM pepstatin A (US20037, USB Corporation, USA) a 1 mg/ml
lysozymu (18645, USB Corporation, USA). Suspenze byla inkubovana 10 min na ledu a
buriky byly lyzovany mirnou sonikaci. K lyzatu byl pfidan 20% Triton X-100 (T-9284,
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Sigma, USA) do vysledné koncentrace 1% a lyzat byl inkubovan 30 min na ledu za
obcasného jemného promichani. Zbytky bun&k byly zlyzitu odstranény 10 min
centrifugaci pfi 12000 x g a 4°C. Supernatant byl dekantovan do sterilnich 15 ml
zkumavek. Alikvoty pelety bun&nych zbytkd a supernatantu byly uchovany pro
SDS-PAGE analyzu.

PBGD fuzovand s GST byla purifikovana afinitni chromatografii na kolonach

s glutathion separ6zou 4B (17-0756—01, Amersham, USA).

Kolony PD-10 (17-0851-01, Amersham, USA) s 300 ul 50% suspenze glutathion
separézy byly 3x promyty 1x koncentrovanym PBS. Poté byl na kolony aplikovan
supernatant ziskany centrifugaci buné¢ného lyzatu. Po 30 min inkubaci pfi laboratorni
teplot¢ byl supernatant zkolony odstranén a glutathion separéza s navidzanym
proteinem byla 3x promyta 1,5 ml 1x PBS. Protein byl z glutathion separdzy uvolnén
150 pl eluéniho pufru (1 ml elué¢niho pufru obsahoval: 50 ul Tris-HCI, pH 8,0 a 100 pl
0,1 M glutathionu, G-6529, Sigma, USA). Eluce byla provedena 150 pl elu¢niho pufru
celkem 3x. GST ¢ast byla z fizovaného proteinu proteolyticky odstépena trombinem.
Ke glutathion separdze s navazanym proteinem bylo pfidano 600 pl 1x PBS se 100 U
trombinu (154163, Bovine Thrombin, ICN Biomedicals, USA). gtépeni probihalo
12 hod za laboratorni teploty. Po odstépeni GST ¢&asti trombinem zistaly na N-konci
proteinu navic 2 aminokyseliny glycin a serin. Nasledovala centrifugace pii 500 x g
5 min a byl odebran supernatant s rozpusténym proteinem. Druha eluce byla provedena
400 pl 1x PBS. Alikvoty proteinti byly zmrazeny v tekutém dusiku a uskladnény pfi
-80°C.

4.2.8. Kvantifikace purifikované PBGD

Koncentrace purifikovaného proteinu byla stanovena metodou dle Bradfordové pomoci
¢inidla Bradford Reagent (B 6916, Sigma, USA). K sestrojeni kalibra¢ni piimky bylo
pouzito 1,2, 3,4,5 pug bovinniho sérového albuminu (BSA, A-6003, Sigma, USA).
VSechna meéfeni byla provadéna v tripletech na spektrofotometru UV-2401PC

(Shimadzu, Japan) a vyhodnocena pomoci obsluzného programu (Shimadzu, Japan).
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4.2.9. SDS-PAGE

Vysledky exprese, izolace a purifikace PBGD byly kontrolovany pomoci SDS
(dodecylsulfat sodny) polyakrylamidové gelové elektroforézy (SDS-PAGE). VSechny
proteinové elektroforézy byly provedeny na pfistroji Mini-PROTEAN 3 Cell
(165-3301, Bio-Rad, USA) standardnim postupem. SloZeni 10% rozdé€lovaciho gelu
bylo (rozpis na 15 ml, 2 gely, 1,5 mm): 6,15 ml dH,0, 4,95 ml 30% akrylamidu/bis
37,5:1 (Bio-Rad, USA), 3,75ml 1,5M Tris-HCI (pH 8,8), 150 ul 10% SDS
(L3771-500G, SDS For Electrophoresis 99%, Sigma, USA), 75 ul 10% amonium
persulfatu (APS, Bio-Rad, USA), 7,5ul Tetrametylethylenediaminu (TEMED,
Bio-Rad, USA). SloZeni 4% zaostfovaciho gelu bylo (rozpis na 5 ml, 2 gely, 1,5 mm):
3,05 ml dH,0, 0,65 ml 30% akrylamiduw/bis 37,5:1, 1,25 ml 0,5M Tris-HCI (pH 6,8).
25 pul APS, 5 ul TEMED.

Jako vzorek bylo pouzito 10-15 pl bakteridlni kultury nebo 1,5-2 pug purifikovaného
proteinu. Vzorky v 1x vzorkovém pufru (sloZeni 2x vzorkového pufru: 100 mM
Tris-HCl, pH 6,5, 4% SDS, 0,2% bromfenolova mod#, B-5525, Sigma USA, 20%
glycerol) byly inkubovany 5 min pfi 95°C a nasledné separovany Tris-Glycinovou
SDS-PAGE (LAEMMLY 1970). Jako marker molekulovych hmotnosti byl pouzit
BenchMark Protein Ladder (10747-012, Invitrogen, USA). SDS-PAGE probihala v 1x
koncentrovaném elektrodovém pufru (sloZzeni 500 ml 10x elektrodového pufru: 15,15 g
Tris baze, 72 g glycinu, 5 g SDS, pH 8,3) pfi po¢ate¢nim napéti 60 V. Po vstupu vzorkid
do rozdélovaciho gelu bylo napéti zvySeno na 180 V. Elektroforetica separace byla
ukon¢ena po vyputovani bromfenolové modti z gelu. Gel byl nasledné barven 1 hod
v barvicim roztoku (100 ml barviciho roztoku obsahovalo: 0,25 g Coomassie Brilliant
Blue R-250, 45 ml metanolu, 10 ml kyseliny octové, 45 ml dH,O) a ptfes noc
odbarvovan v odbarvovacim roztoku (roztok 25% methanolu a 10% kyseliny octové).
Po odbarveni byl gel vyfotografovan a vysusSen na susi¢ce gelti (Whatman Biometra,

Germany).
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4.2.10. Méreni enzymové aktivity PBGD

PBGD Kkatalyzuje vznik nestabilniho hydroxymetylbilanu, jehoZ stanoveni je
problematické. Hydroxymetylbilan je proto fotooxidovan na stabilni uroporfyrin I, ktery
ma dobré fluorescenénimi vlastnostmi. Spektrofluorometrie umoziluje velmi citlivou a

ptresnou detekci uroporfyrinu I.

Alikvoty purifikovanych proteinti byly nafedény 1x PBS. Wt a mut204 PBGD byly
nafedény 200x, mutl73 a mutl73+204 PBGD byly pouzity bez fedéni. K5 pl
proteinového vzorku bylo pfidano 355 pl inkubaéniho pufru (50 mM Tris-HCl, 0,1%
BSA, 0,1% Triton X-100, pH 8,2 pti 20°C). Vzorky byly inkubovany v termobloku
(Techne, UK) pii 37°C 3 min. Reakce byla zahijena pifidanim 40 pul 1 mM
porfobilinogenu (PBG, 156336, ICN Biomedicals, USA). Reakce probihala 1 hod ve
tmé pii 37°C a byla zastavena 400 pl 25% trichloroctové kyseliny (TCA). Fotooxidace
hydroxymetylbilanu na uroporfyrinI probihala 30 min pod UV lampou (365 nm).
Nasledovala 10 min centrifugace pii 1500 x g. Fluorescence supernatantu byla méfena
na piistroji Perkin Elmer LS55 Luminiscence Spectrometer. K excitaci byl pouZzit
paprsek o vinové délce 405 nm, emise byla méfena pii 599 nm. Jako standard byl pouzit
50 nM uroporfyrinI (194897, ICN Biomedicals, USA) v 12,5% TCA, ktery byl
kvantifikovan na spektrofotometru (UV-2401PC, Shimadzu, Japan) pfi 405 nm.
VSechna meéfeni enzymové aktivity pro kazdy vzorek byla provedena ve tiech

stanovenich (tripletech).

4.2.11. Stanoveni pH optima wt PBGD a mut204 PBGD

Pro stanoveni pH optima byla upravena metoda podle DELFAU et al. (1990). Aktivita
PBGD byla meéfena vpufrech o rizném pH vrozmezi 6,5-9,0. Pro hodnoty
pH 6,5, 7,0, 7,5 byl pouzit 50 mM fosfatovy pufr s 0,1% BSA a 0,1% Tritonem X-100.
Pro hodnoty pH 8,0, 8,5, 9,0 byl pouzit 50 mM pufr Tris s 0,1% BSA a 0,1% Triton
X-100. Hodnoty pH byly upraveny na pozadovanou hodnotu pomoci pH metru 744
(Metrohm, Switzerland). M¢éfeni enzymové aktivity byla provedena ve dvou

stanovenich (doubletech), tak jak bylo popsano v kap 4.2.10.
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4.2.12. Stanoveni tepelné stability wt PBGD a mut204 PBGD

Pro stanoveni tepelné stability byla upravena metoda podle CHEN et al. (1994). Vzorky
enzymu byly inkubovany v termobloku pii 65°C. V intervalech 30, 60, 90, 120, 150 a
180 min bylo odebirano 5 pl vzorku na méfeni enzymové aktivity (viz kap. 4.2.10).

Enzymova aktivita byla méfena ve dvou stanovenich (doubletech).
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5. VYSLEDKY

5.1. Klinicko-geneticka ¢ast

5.1.1. Pacient P1

Byla provedena analyza genu pro PBGD u 7 pfibuznych pacienta P1; matky, dvou dcer,

bratrance, jeho manzelky a jejich dvou dcer (obr. 15).
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Obr. 15: Rodokmen rodiny pacienta Pl. U vysetfovanych osob uvedeno
datum narozeni. * mutace 771+1 G>T, = polymorfismus 4681 A>G. Pacient
P1 oznacen plnym symbolem.

Pacient P1 je nositelem mutace 771+1 G>T ve 12. intronu (obr 16A).

K rodinnému screeningu mutaci byla pouzita metoda DGGE (obr. 17). Mutace

771+1 G>A ve 12. intronu byla prokazéna pouze u pacienta P1.

Ve 3. intronu byl u vétsiny ¢lenti rodiny nalezen polymorfismus 3581 A>G (obr. 16B a
18).
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Obr. 16 A: dest sekvence 12. fragmentu s mistem mutace 771+1 G>A.
Obr. 16 B: Cdst sekvence 4. fragmentu s mistem polymorfismu 3581 A>G.

Obr. 17: Vysledek DGGE analyzy 12. fragmentu genu pro PBGD pribuznych
pacienta P1 (kromé dcer). 1. starsi dcera bratrance, 2. bratranec, 3. mladsi dcera
bratrance, 4. manzelka bratrance, 5. matka. Mutace byla prokdzdna pouze u pacienta
Pl.

Obr. 18: Vysledek DGGE analyzy 4. fragmentu genu pro PBGD pribuznych pacienta
Pl (kromé dcer). 1. matka, 2. manZelka bratrance, 3. mladsi dcera bratrance,
4. bratranec, 5. starsi dcera bratrance. Polymorfismus 3581 A>G se nevyskytuje
pouze u matky a u starsi dcery bratrance.
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5.1.2. Pacient P2

U pacienta P2 a péti ¢lend jeho rodiny byla provedena analyza genu pro PBGD
(obr. 19).
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Obr. 19: Rodokmen rodiny pacienta P2. U vySetFovanych osob je
uvedeno datum narozeni. * mutace 675delA. Pacient P2 oznalen
plnym symbolem.

V rodiné se vyskytuje dosud nepopsand mutace 675delA lokalizovana ve 12. exonu

genu pro PBGD. Mutace vede k posunu ¢teciho rdmce (obr. 20A).

K vyhleddani mutace byla pouzZita DGGE analyza. Sekvencovani odhalilo mutaci
675delA ve 12. exonu. Mutace byla prokdzana u pacienta P2, jeho sestry a mladsi dcery
(obr. 21).

Pro ovéfeni mutace byl navrZen test vyuzivajici restrikéniho enzymu. V dusledku

mutace vznik4 restrikéni misto pro enzym Acil.

Daéle byl nalezen polymorfismus 7064 C>A v 10. intronové oblasti genu pro PBGD.
Tento polymorfismus se vyskytuje u P2 a jeho star$i dcery (obr. 20B a 22).
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Obr. 20 A: C:‘dst sekvence 12. exonu s mistem mutace.
Obr. 20 B: Cadst sekvence 11. fragmentu s mistem polymorfismu 7064 C>A.

Obr. 21: Vysledek DGGE analyzy 12. fragmentu genu pro PGGD pribuznych
pacienta P2. 1. netef, 2. sestra, 3. starsi dcera, 4. mladsi dcera, 5. manzelka. Mutace
675delA se vyskytuje u P2, jeho sestry (2.) a mladsi dcery (4.). K+ je pozitivni
kontrola.

Obr. 22: Fotografie vysledku DGGE analyzy
11. fragmentu genu pro PBGD wu pacienta P2.
K+ je pozitivni a K- negativni kontrola.
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5.1.3. Pacient P3
Byla provedena DGGE analyza genu pro PBGD u 6 pfibuznych pacienta P3. Rodokmen
neni k dispozici.

Pacient P3 je nositelem mutace 76 C>T ve 3. exonu genu pro PBGD (obr. 23). U Zadné

z dalSich vySetfovanych osob nebyla mutace 76 C>T ve 3. exonu prokdzéna (obr. 24).

Pro snadné a rychlé ovéfeni mutace byl navrZen restrikéi test. Mutace vede k zaniku

restrikéniho mista pro enzym Acil.

G G G T ACCN G C A AG A

76 C>T

/

Obr. 23: Cdst sekvence 3. exonu genu pro PBGD s mistem mutace 76 C>T.

Obr. 24: Vysledek DGGE analyzy 3. fragmentu genu pro PBGD prFibuznych
pacienta P3 (1-6). Mutace 76 C>T byla prokdzdna pouze u pacienta P3. K- je
negativni kontrola.
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5.1.4. Pacient P4

Byla provedena analyza genu pro PBGD 5 ptibuznych pacienta P4 (obr. 25).

[0

Obr. 25: Rodokmen rodiny
pacienta P4. Byli vySetreni

. vSichni rodinni prislusnici.
O O O Ij Proband oznacen Sipkou.
N

1985 mutace 965—966insA.

Pacient P4 je nositelem mutace 965-966insA v 15. exonu (obr. 26). Byla provedena
DGGE analyza 15. exonu u péti ptibuznych pacienta P4 (obr. 27). JelikoZ u Zadné
z vySetfovanych osob nebyla timto zpisobem mutace v 15. exonu potvrzena a nemocny
je prikazné synem svych rodi¢ti (Martasek P., osobni sdéleni), jedna se o velmi vzacny
pfipad de novo mutace. Mutaci lze ovéfit také pomoci restrikéniho enzymu Maelll,

nebot’ mutace vede k zaniku restrikéniho mista pro tento enzym.
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Obr. 26: Cast sekvence 15. exonu pacienta P4 s mistem mutace.

Obr. 27: Vysledek DGGE analyzy 15. fragmentu genu pro PBGD
pFibuznych pacienta P4. Mutace se vyskytuje pouze u pacienta PA4.
1. sestra, 2. sestra, 3. otec, 4. sestra, 5. matka.
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5.1.5. Pacient PS5

Byla provedena DGGE analyza genu pro PBGD u pacienta P5 a 4 piibuznych.

Rodokmen neni k dispozici.

Vysledky typické pro mutaci ¢i polymorfismus byly nalezeny pfi analyze 3. (obr. 28) a
11. fragmentu. V pfipadé 11.fragmentu sekvenaéni analyza odhalila béZny
polymorfismus 7064 C>A v 10. intronu. Sekvena¢ni analyza 3. fragmentu prokézala

mutaci 77 G>A (LLEWELLYN et al. 1993, obr. 29).

Pro snadné a rychlé ovéfeni mutace byl navrzen restrikéi test. Mutace vede k zaniku

restrikéniho mista pro enzym Acil.

Obr. 28: Vysledek DGGE analyzy 3. fragmentu genu pro PBGD u pFibuznych
pacienta P5. Mutace se vyskytuje ve pouze u pacienta P3.

77 A>G n

Obr. 29: Cdst sekvence 3. exonu s mistem mutace.
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5.1.6. Pacient P6

U pacienta P6 byla provedena DGGE analyza genu pro PBGD. Mutace byla

lokalizovéana v 10. fragmentu (obr. 31).

Sekvenacni analyza 10. exonu odhalila 2 mutace a 1 polymorfismus. Prvni mutace se
naléza v pozici 518 (Eislovano podle cDNA) a jedna se o tranzici G>A, kterd ma za
nasledek zménu aminokyselinové sekvence v pozici 173 (R173Q, DELFAU et al. 1990,
obr. 30B).

Druhéa mutace se naléza na 3‘-konci 10. exonu v pozici 610 a jedna se o transverzi C>A,
kterd ma za nasledek vyménu glutaminu za lysin na 204. pozici v primérni proteinové

struktufe (Q204K, obr. 30A). Tato mutace dosud nebyla popsana.

Zminény polymorfismus se nachazi v homozygotni form¢ na 606. pozici. Jedna se o
transverzi T>G, kterd nemda za néasledek zménu aminokyselinové sekvence (V202V,

obr. 30A).

Vysledky sekvenace byly dale potvrzeny restrikénim $t€penim v mistech obou mutaci.
V piipadé mutace 518 G>A dochdzi k zaniku jednoho ze dvou restrikénich mist pro
enzym Hpall. Mutace 610 C>A vede k zaniku jediného restrikéniho mista pro enzym

BspMI (obr. 32).

Aby bylo mozné urcit, zda se mutace R173Q a Q204K nalézaji na stejné nebo na
riznych alelach, byl pfislusny fragment genu pro PBGD vloZzen do vektoru
pCR®4-TOPO a osekvencovan (viz kap. 4.1.7). Sekvenaéni analyzou bylo prokazano,

Ze se ob¢ mutace nachézeji na stejné alele.

61



As; e eT GeaeGe G A A B

606 T>G 610 C>A

\' \ 518 G>A

J

Obr. 30 A: C:'dst sekvence 10. exonu genu pro PBGD s mistem mutace.
Obr. 30 B: Cdst sekvence 10. exonu s mistem mutace a polymorfismem.

Obr. 31: Fotografie vysledku DGGE analyzy 10. fragmentu genu pro PBGD pacienta
P6. K+ je pozitivni kontrola, K- a 1-5 jsou kontroly negativni.

Obr. 32: Fotografie vysledku restrikcniho Stépeni 10. exonu genu pro PBGD
pacienta P6 pomoci enzymu Hpall a BspMI. M je marker GeneRuler 100 bp DNA
Ladder (SM0241/1/2/3, Fermentas, Canada), K- je negativni kontrola.
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5.1.7. Pacienti P7 a P8

Byla provedena DGGE analyza genu pro PBGD u pacientii P7 a P8. Vybrané fragmenty
genu byly osekvencovany. Provedenymi analyzami nebyla u pacientl zjiSténa
ve vySetfovanych oblastech genu pro PBGD pfitomnost kauzdlni mutace. Byly
identifikovany pouze polymorfismy. U pacienta P7 polymorfismus 7064 C>A a

v ptipad¢ pacienta P8 polymorfismus 3581 A>G.

5.2. Experimentalni ¢ast

5.2.1. Klonovani a cilena mutageneze PBGD

Byla klonovana nespecificka (tzv. housekeeping) forma lidské PBGD. Vychozim
materidlem pro klonovani byla cDNA pfipravena reverzni transkripci z mRNA. Celkova
RNA byla izolovana z leukocyti periferni krve. Pro reverzni transkripci byl pouzit
dvoustupiiovy proces. V prvnim kroku bylo pfipraveno 1. vldkno cDNA. V druhém
kroku byla specificky amplifikovana cDNA pro PBGD. Béhem PCR byla vytvoiena
unikatni restrikéni mista pro orientované vloZzeni cDNA do vektoru pGEX-4T-1. Takto
pfipraveny konstrukt byl pomnoZen v E. coli DH5a a jeho sekvence byla ovéfena
pfimym sekvencovanim. V priubéhu klonovani dos§lo v cDNA k samovolnému vzniku
dvou nukleotidovych zameén v pozicich 564 A>G a 867 T>G, které ale neméni sekvenci

aminokyselin v proteinu.

Pro zavedeni mutaci do klonovaného genu pro PBGD byla zvolena metoda cilené
mistné specifické mutageneze. Timto zpisobem byly piipraveny dal$i 3 konstrukty:
konstrukt s mutaci 518 G>A (R173Q), konstrukt s mutaci 610 C>A (Q204K) a
konstrukt se dvéma mutacemi 518 G>A (R173Q) a 610 C>A (Q204K). Sekvence vsech
konstruktii byly ov&feny sekvencovanim. Usp&$nost mutageneze byla ve vsech

ptipadech >90%.
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5.2.2. Exprese a purifikace PBGD

PBGD byla exprimovana v E. coli. Podminky exprese byly zvoleny tak, aby bylo
eliminovano co nejvice faktord, které by pfi expresi mohly vést k ukladani
exprimovaného proteinu ve formé nerozpustnych inkluznich télisek. Pro expresi byla
zvolena teplota 30°C. Dale byla provedena fada expresnich pokusti, pfi kterych byla
exprese PBGD indukovéana 0,1-1 mM IPTG po dobu 2—6 hod. Jako nejvhodné;jsi pro
indukci exprese PBGD se jevila 0,5 mM koncentrace IPTG a délka exprese 2 hod
(obr. 33A a 33B). Za téchto podminek nedochéazelo k tvorbé inkluznich télisek a byl

ziskan rozpustny protein.

PBGD byla purifikovéna afinitni chromatografii na glutathion separéze 4B. Cistota
proteinu byla podle SDS-PAGE >95% (obr. 33C). Vytézky exprese z 300 ml kultury

jsou uvedeny v tabulce 5.

Tab. 5: Vytézky cistého proteinu po expresi v 300 ml média.

ENZYM VYTEZEK (mg)
wt PBGD 1,99
mut173 PBGD 1,84
mut204 PBGD 0,99
mut173+204 PBGD 0,92
wt PBGD-GST 1,47
mut173 PBGD-GST 1,4
mut204 PBGD-GST 0,5
mut173+204 PBGD-GST 0,55
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Obr. 33: SDS-PAGE.

A: Analyza bunécnych extrakti (10 wl bakteridlni kultury) pFed a po expresi (2 h pFi
37°C v 2x YIG médiu a 0,5 mM IPTG). 1. pGEX-4T-1 (GST) pred expresi,
2. pGEX-4T-1 (GST) po expresi, 3. wild-type PBGD pred expresi, 4. wild-type
PBGD po expresi. Barveno Coomassie Brilliant Blue.

B: Analyza bunécnych extraktu (10 pl bakteridlni kultury po 2 h expresi pri 37°C
v2x YTG médiu a 0,5 mM IPTG/drahu). 1. wild-type PBGD, 2. R173Q PBGD,
3. Q204K PBGD, 4.R1730+Q204K PBGD. M. 5yl hmotnostniho markeru
Benchmark Protein Ladder (Invitrogen). Barveno Coomassie Brilliant Blue.

C: Purifikace PBGD. . fuzni protein PBGD-GST po eluci z glutathion separozové
kolony 10 mM glutathionem (2 ug, 66 kDa), 2. eludt z glutathion separdézové
kolony po Stépeni trombinem (1,5 ug, 44 kDa), 3. odstépena GST (1,5 ug, 26 kDa).
M. 5 pl hmotnostniho markeru Benchmark Protein Ladder (Invitrogen). Barveno
Coomassie Brilliant Blue. Cisla u Sipek v pravé &dsti obrdzku uddvaji velikost
Jednotlivych prouzku markeru v kDa.
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5.2.3. Méreni specifické aktivity PBGD

Specifickou aktivitou PBGD se rozumi aktivita v jednotkach U, kterou vykazuje 1 mg
PBGD. 1 U je takové mnozstvi PBGD, které vytvofi 1 nmol hydroxymetylbilanu (resp.
detekovatelného uroporfyrinu I) za 1 h pfi optimélnich podminkach (pH, teplota, atd.).
Relativni aktivita je vyjadfeni, kolika procent specifické aktivity wt PBGD dosahuji

mutované proteiny.

Aby bylo mozné zjistit funkéni dopad pfipravenych mutaci na PBGD, bylo nejdiive
nezbytné stanovit vhodné podminky pro meéfeni enzymové aktivity. Kvili vysoké
citlivosti spektrofluorometrické metody byly enzymy s vysokou aktivitou (wt PBGD a
mut204 PBGD) nafedény. MnoZstvi proteinu v reakéni smési se tak pohybovalo od
13 pg (mutl73 a mut173+204 PBGD) do 35 ng (wt a mut204 PBGD). Diky pouZzivani
mikrokyvet (B0631123, Luminiscence Spectroscopy Cell, Perkin Elmer) na meéteni
fluorescence mohl byt objem jedné reakce pouze 400 pl. Pro kazdé méteni byl natedén

cerstvy vzorek enzymu.

Vysledky meéteni specifické aktivity jsou shrnuty v tabulce 6. Aktivita byla pro
srovnani métena i u PBGD fuzované s GST. Intervaly spolehlivosti byly vypoéteny ze
smérodatnych odchylek. Pro vypodet relativni aktivity byla v pfipadé¢ enzymu

fazovanych s GST provedena korekce na GST €ast proteint.

Tab. 6: Specifické a relativni aktivity wild-type a mutovanychPBGD.
SPECIFICKA AKTIVITA RELATIVNI AKTIVITA

PBGD (nmol URO/h/mg PBGDx10%) (% aktivity wt PBGD)
wild-type 33002 9.2 100
R173Q 244001 0.1
Q204K 1682 + 125 73
R173Q+Q204K 240,01 0.1
wild-type GST 1079 £ 77,6 80
R173Q GST 240,01 0.1
Q204K GST 916 +11.8) 68
R173Q+Q204K GST 240,01 0.1

Enzymy s mutacemi R173Q vykazovaly pouze zanedbatelnou aktivitu. Aktivita enzymu
s mutaci Q204K dosahovala 73% wt PBGD. RovnéZz fize PBGD s GST méla za

nasledek sniZeni enzymové aktivity.
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5.2.4. Stanoveni pH optima PBGD

Bylo stanoveno pH optimum PBGD s mutaci Q204K (mut204 PBGD) a bylo
porovnano s pH optimem wt PBGD. Vysledky méfeni jsou uvedeny v grafu 5. Kazdy

bod v grafu je aritmetickym primérem dvou méfeni.

Graf 5: Porovndni pH optima wt PBGD a PBGD s mutaci Q204K.
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Provedenymi métenimi nebyl zji§tén rozdil v pH optimu wt PBGD a enzymu s mutaci
Q204K.
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5.2.5. Méreni teplotni stability PBGD

Byla zméfena teplotni stabilita PBGD s mutaci Q204K a porovnana s teplotni stabilitou
wt PBGD. Méfeni byla provedena pro samotnou PBGD i pro PBGD fuzovanou s GST.
Vysledky méfeni jsou prezentovany formou grafu (graf6). Kazdy bod v grafu je

aritmetickym primérem dvou méfeni.

Graf 6: Porovnani tepelné stability wild-type PBGD a PBGD s mutaci Q204K.
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PBGD
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Nejveétsi stabilitu vykazovala wt PBGD. Jesté po 100 min inkubace pii 65°C dosahovala
enzymova aktivita 50% pocatecnich hodnot. Negativni vliv na stabilitu wt PBGD méla
faze s GST. Mutace Q204K zpusobila prudké sniZeni stability PBGD. Aktivita Q204K
mutovaného enzymu klesla na polovinu po méné nez 30 min inkubace pii 65°C.

Nejmensi stabilitu vykazovala mut204 PBGD fuzovana s GST.
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6. DISKUZE

6.1. Molekularni diagnostika AIP v CR

V laboratoti Prof. MUDr. Pavla Martaska, DrSc., KDDL 1. LF UK, ma diagnostika a
studium molekularnich poruch AIP i dal3ich akutnich porfyrii dlouholetou tradici. Napf.
jako prvni v Evropé¢ zde byla vypracovana studie zabyvajici se molekuldrnimi
poruchami v genu pro PBGD u pacientt s AIP slovanského pivodu (ROSIPAL et al.
1997). Je to jediné pracovisté v Ceské republice, kde je mozna molekularni diagnostika

akutnich porfyrii.

Nélez kauzalni mutace v genu pro PBGD pfinadi definitivni potvrzeni klinicky
stanovené diagnézy. Praktickym dopadem vyzkumu je rovnéZz identifikace
asymptomatickych osob v postiZzenych rodinach. Pomoci vhodnych preventivnich
opatfeni pak lze u téchto osob pfedchazet akutnim projevim choroby. Vysledky
molekularné-biologické diagnostiky jsou vyuZzivany pro ucely genetického poradenstvi.
Z védeckého hlediska prispiva identifikace novych mutaci klepSimu poznani

molekularné-genetického pozadi AIP.

Pfes vysokou spolehlivost molekularné-genetického vySetfeni existuji mozné zdroje
chyb (nespravna identifikace vzorki nebo vzacné genetické varianty), které mohou
s bezprostiednim okolim. Pfipadné dal$i mutace v promotorové oblasti, 3'- a
5’-neptekladanych oblastech a jinych regulaénich oblastech genu pro PBGD (které se
do proteinové sekvence nepiekladaji, a pfesto maji vliv na vznik vlastniho proteinu) toto
vySetfeni nezachyti. Je-li napf. deletovano misto nasedani jednoho z primert, muizZe
metoda zaloZend na PCR vést k fale$sné negativnimu vysledku. Uvadéna spolehlivost
DGGE je az 95-100% (GROMPE 1993, PUY et al. 1997, 1997a, TCHERNITCHKO et
al. 1999). Podle literatury nejsou mutace v genu pro PBGD detekovany u 5-10%
pacientd s klinickymi ptiznaky AIP (PUY et al. 1997). I v ptipadé negativniho nalezu
proto vySetieni zcela nevyluCuje AIP. V diferencidlni diagnostice je tieba uvaZovat o
porfyrii variegaté a hereditarni koproporfyrii. U osob, kde nebyl prokazan defekt v genu

pro PBGD, je proto doporu¢ovano biochemické vySetteni porfyrini v moci, plazme a ve
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stolici, enzymatické vySetfeni k presnému urleni typu porfyrie a dale molekularni

vySetieni k nalezeni mutace a mozZnosti diagnostiky rodinnych piislusnik.

V této studii byla potvrzena vhodnost metody DGGE pro geneticky screening AIP,
zejména u vétsich soubort pacienti. Kvili drahému pfistrojovému vybaveni, obtizné
optimalizaci, slozitému navrhovani primerti a ¢asové naro¢nosti, nelze tuto metodu
doporudit pro maly podet analyz. Pokud je provadéna molekularni diagnostika AIP u
jednotlivych pacientli, je preferovana sekvenaéni analyza celého genu. Vhodnym
navrzenim primert lze pokryt celou kddujici oblast genu i méné nez deseti pary primerti

(WHATLEY etal. 1999, DE SIERVI et al. 1999a).

Pro screening v rodinach, kde uz je znama kauzalni mutace, je po vSech strankach
nejvyhodnéjsi pouzit restrikéni $t€peni pfislusnych €asti genu (pokud mutace vede
k zaniku nebo ke vzniku restrikéniho mista). Takova analyza je levna, rychla, spolehliva
a nenaro¢na na laboratorni vybaveni. V této studii byly navrzeny testy (vyuZzivajici

restrikéniho $tépeni) pro 5 ze 7 identifikovanych mutaci.

V reakci na nejnovéjsi poznatky v oblasti molekularni diagnostiky AIP je pfipravovéana
také sekvena¢ni analyza regulacnich oblasti genu pro PBGD u téch osob, kde mutace
nebyly nalezeny standardnim postupem. Tim budou podstatné rozSifeny moZnosti

molekularni diagnostiky AIP.

6.2. Mutace zpusobujici AIP

Specifikem AIP je vysoka heterogenita mutaci (viz kap. 2.7.2). Doposud bylo v genu
pro PBGD identifikovano vice nez 300 riznych mutaci (viz dodatky tab. 12). RozlozZeni
mutaci v genu je viceméné ndhodné a rovnomérné. Neexistuje Zaddna celosvétove
prevalentni mutace. Pouze v nékterych populacich se rozsifily ur€ité mutace,
pravdépodobné v disledku founder efektu (efekt zakladatele). Z tohoto divodu je

wewr

musi byt provedena analyza celého genu, popf. i regula¢nich oblasti genu.

Ve slovanské populaci bylo doposud popsano celkem 65 mutaci (viz dodatky tab. 13).
Typy a zastoupeni jednotlivych mutaci jsou srovnatelné se svétem (grafy 7 a 8). Ve

slovanské populaci doposud nebyla v genu pro PBGD zaznamenana inzerce vice
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nukleotidi. Mirné ptevladaji jednonukleotidové zamény a vicenukleotidové delece. O
néco Castéjsi jsou poruchy sestfihu a mén€ Casté posuny cteciho ramce. RozloZeni
mutaci v genu pro PBGD se pfili§ nelisi od situace ve svété. Ve slovanské populaci
doposud nebyly nalezeny mutace v promotorové oblasti, v 6. a 14. exonu a intronech
2,6,9, 10. Vyrazné Castéji, ve srovnani se svétem, se mutace vyskytuji v exonech 3 a

10 a intronech 3, 12 a 13, méné¢ €asto v exonu 12 (graf 9).

V Ceskoslovenské populaci bylo v genu pro PBGD doposud identifikovano 11 riznych
mutaci zptsobujicich AIP (tabulka 7). Zadna z mutaci neni prevalentni, kazda mutace se
vyskytuje v ramci jedné rodiny. Mutace jsou v genu pro PBGD rozlozeny rovnomémé,

zpusobem odpovidajicim pravdépodobnosti vyskytu mutace v dané ¢asti genu.

Tab. 7: Doposud identifikované mutace v Ceskoslovenské populaci.

mutace typ/lokalizace dusledek mutace reference

70 G>A MS /E3 G24S Rosipal et al. 1997
76 C>T MS /E3 R26C Kauppinen et al. 1995
77 G>A MS/E3 R26H Llewellyn et al. 1993
158-159insA FS/E4 FS — Stop+12  Puyetal 1997

331 G>A MS /E7 GI111R Guetal 1993

518 G>A MS/E10 R173Q Delfau et al. 1990
610 C>A MS/E10 Q204K Tato studie

675delA FS/EI12 FS — Stop+29  Tato studie

771+1 G>T  SD/IVSI12 delece exonu 12 Rosipal et al. 1997
799 G>A MS /E13 V267M Rosipal et al. 1997
965-966insA FS/EIS FS — Stop+ 36  Tato studie

Mutace cislovany podle lidské cDNA, kde A v1. kodonu ATG je +1. ins —
inzerce, MS — missense mutace, FS — posun cteciho ramce (frameshift), E —
exon, IVS — intron. Literarni odkaz je vidy pro prvni popis mutace.
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Graf 7: Zastoupeni nukleotidovych zmén v genu pro PBGD. Srovndni slovanské
populace (graf A) se svétem (graf B).
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Graf 8: Typy mutaci v genu pro PBGD podle funkcniho dopadu. Srovndni slovanské
populace (graf A) se svétem (graf B).
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Graf 9: Srovndni vyskytu mutaci v jednotlivych usecich genu pro PBGD ve slovanské
populaci a ve svété. Graf zndzornuje, kolik procent mutaci z celkového poctu mutaci
(slovanskad populace 65, svét celkem 301) je lokalizovdno v jednotlivych cdstech genu
pro PBGD. Promot - promotorova oblast, E1-15 - exony, IVS1-14 — introny.
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V souboru osob vySetfovanych v ramci této diplomové prace byl vyskyt AIP potvrzen
v 6 rodinach. U dvou pacientd (P7 a P8) nebyly provedenymi analyzami genu pro
PBGD kauzalni mutace zjistény. Mezi mutacemi byly 3 mutace zcela nové (610 C>A,
675delA, 965-966insA), doposud nepopsané a 1 mutace nova pro slovanskou populaci
(518 G>A). Vyskyt zbyvajicich 4 mutaci byl v ¢eskoslovenské populaci popsan jiz
diive (ROSIPAL et al. 1997, tabulka 8). V rodiné pacienta P2 byly provedenym
screeningem identifikovany dalsi 2 osoby s poskozenym genem pro PBGD. Vysledky

tohoto screeningu byly pouZity pro ucely genetického poradenstvi.

Tab. 8: Mutace identifikované v této studii u Ceskych a slovenskych AIP pacienti.

mutace typ / lokalizace disledek mutace reference

76 C>T MS/E3 R26C Kauppinen et al. 1995
77 G>A MS /E3 R26H Llewellyn et al. 1993
518 G>A MS/E10 R173Q Delfau et al. 1990
610 C>A MS/EI10 Q204K Tato studie

675delA FS/E12 FS — Stop +29  Tato studie

771+1 G>T SD/IVS 12 Delece exonu 12 Rosipal et al. 1997
965-966insA  FS/E1S5 FS — Stop + 36 Tato studie

Mutace cislovany podle lidské cDNA, kde A vi. kodonu ATG je +1. ins — inzerce,
MS — missense mutace, F'S — posun Cteciho ramce (frameshift), E — exon. IVS —
intron. Literdrni odkaz je vZdy pro prvni popis mutace.

Pozornost zasluhuje vyskyt dvou riznych mutaci (R173Q, Q204K) u pacienta P6. Obé
mutace byly lokalizovany v 10. exonu genu pro PBGD. AIP vykazuje autozomalné
dominantni dédi¢nost. Vyskyt mutace v homozygotnim stavu proto vétSinou neni
slucitelny se Zivotem. Doposud bylo popsano pouze n€kolik pfipadi homozygotni
formy AIP (BEUKEVELD et al. 1990, HESSELS et al. 2004), a dobfe zdokumentovan
na molekularni urovni byl pouze jeden ptipad (LLEWELLIN et al. 1992). Nejednalo se
ale o homozygotni stav v pravém slova smyslu, ale o 2 rizné mutace, vyskytujici se
kazda na jedné alele (tzv. sloZeny heterozygot). Zivotaschopnost jedince byla umoznéna
alespoil minimélni zbytkovou aktivitou mutantniho enzymu pii fyziologickém pH
(EDIXHOVEN-BOSDIJK et al. 2002). U naSeho pacienta nebylo bé€Znou analyzou
mozné urcit, zda se jedna o homoalelicky nebo heteroalelicky vyskyt mutaci. Proto byl
ptislusny amplifikovany fragment genu pro PBGD vlozZen do bakterialniho vektoru a
naklonovan. Poté bylo kazdé vlakno vloZeného fragmentu (odpovidajici jedné alele)
sekvencovano samostatné. Provedenou analyzou bylo zjisténo, Ze u pacienta se jedna o
homoalelicky stav, tj. obé mutace se vyskytuji na jedné alele.
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Piipad byl natolik ojedinély, Ze bylo rozhodnuto, dale studovat jeho molekulérni
podstatu a zjistit zda jsou obé¢ mutace stejné zavazné a jaky dopad maji mutace na
funkci enzymu. Byla naklonovana cDNA pro lidskou PBGD a byly pfipraveny
4 prokaryotické expresni konstrukty (wild-type, konstrukt s mutaci R173Q, konstrukt
s mutaci Q204K a konstrukt s obéma mutacemi R173Q a Q204K). Tyto enzymy byly
exprimovany fizované s GST v E. coli a purifikovany do vysokého stupné Cistoty. Poté
byla provedena enzymatickd méfeni, stanoveni specifické aktivity, stanoveni pH optima
a test stability. Provedenymi métfenimi bylo zjisténo, Ze ob€ mutace poskozuji enzym.
Mutace R173Q zpisobuje neschopnost PBGD katalyzovat enzymatickou reakci,
zatimco mutace Q204K podstatné snizuje stabilitu enzymu, coZ se ziejmé projevilo i

niz8imi vytézky PBGD s mutaci Q204K b€hem exprese (tabulka 5).

Na zakladé¢ enzymatickych studiich provedenych na mutovanych lidskych PBGD
(DELFAU et al. 1990, CHEN et al. 1994, ONG et al. 1997), mutantech PBGD z E. coli
(JORDAN a WOODCOCK 1991, LANDER et al. 1991) a z 3D modelu PBGD (LOUIE
et al. 1992, BROWNLIE et al. 1994) lze tvrdit, Ze zdména aminokyseliny v blizkosti
aktivniho mista vZzdy zptsobuje nefunkénost enzymu. Zamény aminokyselin v jinych
¢astech enzymu mohou mit rozli¢né duasledky. Piedpoklada se, Ze tyto mutace bud’
enzym destabilizuji, nebo méni strukturu enzymu tak, Ze brani pfistupu substratu do
aktivniho centra. CHEN et al. (1994) prokazali, Ze PBGD s mutacemi C247F a R201W
ztraceji 90% enzymové aktivity za méné€ neZ 30 min inkubace pfi teploté 65°C. Polocas
stability wild-type PBGD byl 120 min. Podobné vysledky byly ziskany i v této studii
s mutovanym enzymem Q204K. Né&které mutace pravdépodobné zpisobuji oboji, tj.
destabilizuji enzym a snizuji aktivitu. CHEN et al. (1994) exprimovali 4 PBGD
s mutacemi ve 3. doméné¢ a vSechny mély relativné vysokou rezidudlni aktivitu

10-50%.

6.3. Exprese a purifikace PBGD

Exprese proteint v E. coli ptedstavuje béZny zpusob syntézy lidskych proteint k jejich
dalSimu studiu. Existuje cela fada komeréné dostupnych expresnich vektorti a kmenti
E. coli. V této studii byl pouzit vektor pGEX-4T-1. Hlavni pfednosti tohoto vektoru je
moznost pfipravit rekombinantni protein fizovany na N-konci s GST a zajistit tak

snadnou a uc¢innou purifikaci exprimovaného proteinu afinitni chromatografii na
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glutathion separéze. Proteiny byly exprimovany v buitkich E. coli BL21 (DE3) RP.
Vyhodou tohoto kmene je schopnost pouzivat kodony pro arginin a prolin, které se
v E. coli vyskytuji méné &asto, a zajistit tak vysokou rychlost exprese rekombinantniho
proteinu. Tento systém (pGEX-4T-1 + E. coli BL21 RP) se pfi expresi lidské PBGD
velmi osvéd¢il. Bylo ptipraveno dostate¢né mnoZstvi aktivniho proteinu o vysokém

stupni Cistoty.

Lidska PBGD byla jiz diive klonovana v E. coli za i¢elem studia molekularni podstaty
AIP a vlivu mutaci na funkci enzymu (DELFAU et al. 1990, CHEN et al. 1994, ONG et
al. 1997, BRONS-POULSEN et al. 2005). Byly provedeny také studie v eukaryotickém
expresnim systému (MUSTAJOKI 1999, PISCHIK et al. 2005). Ve vétSiné studii
nebyla PBGD purifikovana a k stanoveni enzymatické aktivity byl pouzZit pouze

bunéény lyzat.

6.4. Méreni enzymové aktivity PBGD

V enzymatickych studiich mutovanych PBGD (DELFAU et al. 1990, CHEN et al.
1994, ONG et al. 1997, MUSTAJOKI 1999) se mutace vzdy projevovaly sniZzenim
enzymové aktivity. Vlastnosti mutantnich proteini byly dale analyzovany méfenim
enzymatické aktivity v prostiedi o rizném pH (DELFAU et al. 1990, EDIXHOVEN-
BOSDIJK et al. 2002) nebo stanovenim termostability (CHEN et al. 1994). Mutantni
enzymy vykazuji srovnatelnou aktivitu v prokaryotickém i eukaryotickém systému,

jelikoz PBGD je cytosolicky enzym a nepotiebuje dalsi posttransla¢ni modifikace.

Bylo popsano nékolik moznych uspotadani pro méfeni enzymové aktivity PBGD.
Méieni enzymové aktivity PBGD v erytrocytech pacientil je bézny diagnosticky postup.
Jeho nevyhoda, kromé €asto diskutované spolehlivosti (pouze 85%, KAUPPINEN et al.
1995), spoc¢iva v nemoZnosti porovnavat absolutni idaje o enzymovych aktivitich mezi
jednotlivymi laboratofemi. Kazda laboratof totiZ pouZiva k méfeni enzymové aktivity
vlastni metody. Porovnani je mozné pouze v relativnich hodnotach. V poslednich letech

je snaha o standardizaci téchto méfeni (ERLANDSEN et al. 2000).

Pfi srovnani specifickych enzymovych aktivit PBGD z riznych studii je patrné Siroké
rozpéti absolutnich hodnot (napt. DE SIERVI et al. 1999, 1 400 x 10° U/mg, SMYTHE
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a WILLIAMS 1988, 2400x 10°U/mg, ONG et al. 1997, 2734x 10’ U/mg,
MUSTAJOKI 1999, 3173 x 10’ U/mg, EDIXHOVEN-BOSDIJK et al. 2005,
3909 x 10’ U/mg). Evidentnd zilezi na tom, zda byl k méfeni aktivity pouzit
purifikovany enzym nebo bunéény lyzat. Dal§im zdrojem variability hodnot mtze byt
slozeni reak¢ni smési, pH a koncentrace pouZitého pufru, kvalita substratu nebo zpiisob
oxidace produktu reakce na detekovatelny uroporfyrin I. Specificka aktivita je vzdy
vztahovdna na mnoZstvi enzymu, jehoZ pfesné stanoveni je v biochemii obecnym
problémem. Dalsi faktory, které musi byt brany v potaz, jsou kvalita laboratornich

pfistroji, zejména spektrofluorometru pouZivaného ke kvantifikaci uroporfyrinu I.

Hodnoty enzymové aktivity ziskané v této studii spadaji do intervalu hodnot uvadénych

v literatufe a patfi spiSe mezi hodnoty primémé.

Pro stanoveni pH optima byla pouzita upravena metoda podle DELFAU et al. (1990).
Byly pouzity pufry o pH v rozmezi 6,0-9,0, li$ici se o pul stupné pH. Timto zptisobem
nebyl zjistén rozdil v pH optimu wt a mut204 PBGD, nicméné nelze vylouéit, Ze se pH
optimum obou enzymu li§i v rozmezi desetin stupné pH. Ve vySe uvedené studii se

jeden mutovany enzym v pH optimu li$il od wt PBGD o cely stuperi.

Pro méfeni termostability enzymu byla upravena metoda podle CHEN et al. (1994).
Metoda vychazi z pfedpokladu, Ze pokud je mutovand aminokyselina duleZitd pro
strukturu proteinu, bude mit protein niz$i stabilitu a bude teplem sndze inaktivovan.
V praci CHEN et al. (1994) byla prokadzéna nestabilita PBGD s mutaci R201W a
C247F. Tyto mutované enzymy ztratily 90% aktivity po 30 min inkubce pii 65°C.

6.5. Charakterizace identifikovanych mutaci

6.5.1. Mutace R26C a R26H

U dvou nepfibuznych pacienti P3 a PS5 se vyskytuji 2 missense mutace postihujici
arginin 26. Mutace 76 C>T vede k zaméné argininu za cystein (R26C) a mutace

77 G>A zpisobuje zdménu argininu za histidin (R26H).

Arginin 26 se nachazi v 1.doméné¢ PBGD v blizkosti aktivniho mista (obr. 34).

Piedpoklada se, Ze pozitivné nabity postranni fetézec argininu interaguje se substratem
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(LAMBERT et al. 1994). Vexpresni studii provedené MUSTAJOKI (1999)
nevykazoval mutantni enzym Zadnou aktivitu. Rovnéz mutageneze homologniho zbytku
u E. coli (arginin 11) vedla k uplné inaktivaci enzymu, jelikoZ bylo inhibovano navazéani

prvni molekuly substratu (JORDAN a WOODCOCK 1991, LANDER et al. 1991).

Obr. 34: Model 3D struktury PBGD z E. coli. Zluté zvyraznén arginin 11, ktery je
homologni s lidskym argininem 26.

Srovnanim aminokyselinové sekvence PBGD ze 60 organizmil bylo vypocteno skore
konzervace argininu 26 na 0,955. Z toho vyplyva, Ze tato aminokyselina je vysoce

konzervovan4, invariantni a nezbytna pro funkci a/nebo strukturu enzymu.

6.5.2. Mutace 771+1 G>T

Pacient P1 je nositelem mutace 771+1 G>T ve 12. intronu. Tato mutace se nachazi
v misté nezbytném pro spravny sestfih mRNA transkriptu a ma za nasledek deleci

celého 12. exonu (ROSIPAL et al. 1997).
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6.5.3. Mutace 675delA a 965-966insA

V rodinéch pacientd P2 a P4 byly nalezeny 2 nové dosud nepopsané mutace. Ob¢
zpusobuji zménu cCteciho rdmce a vytvofeni piedCasného terminaéniho kodoénu.
PfedCasnd terminace syntézy proteinu ma pro enzymatickou funkci drastické nasledky.
Je pravdépodobné, Ze takovy enzym je zcela inaktivni, protoZe mu chybi dilezité
funkéni skupiny. RovnéZ stabilita takovych proteinti je nizka kvili chybé&jicim
strukturnim elementim (BROWNLIE et al. 1994). Casto je sniZena i troveii transkripce
mutantni alely (MUSTAJOKI 1999).

Inzerce 965-966insA se nachéazi v 19 kodonu 15. exonu PBGD. Mutace zpusobuje
posun ¢tecitho ramce, zménu primarni struktury proteinu a po 36 chybné zafazenych

aminokyselinach vzniké pfed€asny terminaéni kodén (FS— stop+36, tabulka 9).

V ptfipadé této mutace se jednd o de novo poruchu. Pacient je prikazné synem svych
rodicd (Martasek P., osobni sdéleni). Mutace nebyla nalezena u rodi€i ani u
sourozencll. Vznik mutace de novo je velmi vzacny jev. Mutace se v piipadé AIP
vétSinou deédi z generace na generaci. Doposud bylo u AIP zaznamenano pouze nékolik

de novo mutaci (KAUPPINEN et al. 1995, WHATLEY 1995, PUY et al. 1997a).

Tab. 9: Aminokyselinova sekvence PBGD s mutaci 965-966insA.
Diisledkem mutace je zkrdceni proteinu na 357 aminokyselin a chybné
zarazeni 36 aminokyselin na C-konec proteinu (Cervené).

MSGNGNAAATAEENSPKMRVIRVGTRKSQLARIQTDSVVATLKASYPGLQFEIIAMSTTG
DKILDTALSKIGEKSLFTKELEHALEKNEVDLVVHSLKDLPTVLPPGFTIGAICKRENPH
DAVVFHPKFVGKTLETLPEKSVVGTSSLRRAAQLQRKFPHLEFRSIRGNLNTRLRKLDEQ
QEFSAITILATAGLORMGWHNRVGQILHPEECMYAVGQGALGVEVRAKDODILDLVGVLHD
PETLLRCIAERAFLRHLEGGCSVPVAVHTAMKDGQLYLTGGVWSLDGSDSIQETMQATIH
VPAQHEDGPEDDPQLVGITARKHSTRAPVGCPELGHQPGQLVAEQRSQKHPGCCTAA
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Delece 675delA se nachazi ve 12. exonu genu pro PBGD. Mutace taktéz zplsobuje
posun {teciho ramce, zménu primarni struktury proteinu a po 29 chybné zafazenych

aminokyselinach vznika pfed¢asny terminaéni kodén (FS — Stop + 29, tabulka 10).

Tab. 10: Aminokyselinovd sekvence PBGD s mutaci 675delA. Disledkem
mutace je zkrdceni proteinu na 253 aminokyselin a chybné zarazeni
29 aminokyselin na C-konec proteinu (Cervené).

MSGNGNAAATAEENSPKMRVIRVGTRKSQLARIQTDSVVATLKASYPGLQFEITIAMSTT
GDKILDTALSKIGEKSLFTKELEHALEKNEVDLVVHSLKDLPTVLPPGFTIGAICKREN
PHDAVVFHPKFVGKTLETLPEKSVVGTSSLRRAAQLQRKFPHLEFRSIRGNLNTRLRKL
DEQQEFSAIILATAGLQRMGWHNRVGQILHPEECMYAVGQGALGVEVRPRTRTSWIWWV
CCTIPRLCFAASLKGPS

U obou mutaci budou pfipraveny expresni konstrukty a provedeny enzymatické studie.

6.5.4. Mutace R173Q a Q204K

Sekvenalni analyza 10. exonu PBGD odhalila u pacienta P6 2 mutace.

Prvni mutace se naléza v pozici 518 a jedna se o tranzici G>A, kterda ma za nasledek
zaménu argininu za glutamin v pozici 173 (R173Q, obr. 35). Tuto mutaci jako prvni
popsal DELFAU et al. (1990). Srovnanim aminokyselinové sekvence PBGD
ze 60 organizmii bylo vypoéteno skore konzervace argininu 173 na 0,978. Tato
aminokyselina je tedy téméf invariantni a nezbytna pro funkci enzymu. Postranni
fet€zec argininu 173 totiZ interaguje s kofaktorem a zbytek se rovnéz ulastni vazby
substratu (SHOOLINGIN-JORDAN 1995). PBGD s mutaci R173Q byla exprimovana
v E. coli a nevykazovala téméf zadnou enzymatickou aktivitu (tabulka 6). Mutageneze
argininu 155 u E. coli (odpovida lidskému R173) rovnéZ vedla k neschopnosti enzymu
vézat substrat JORDAN a WOODCOCK 1991, LANDER et al. 1991).

Druh4 mutace se naléza na 3‘-konci 10. exonu v pozici 610 a jedna se o transverzi C>A,
kterd mé za nasledek vyménu glutaminu za lysin na 204. pozici v primarni proteinové

strukture (Q204K, obr. 34). Tato mutace dosud nebyla popsana.
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Obr. 35: 3D model struktury PBGD z E. coli. Zluté zvyraznény aminokyseliny
homologni s lidskym argininem 173 a glutaminem 204.

Srovnanim aminokyselinové sekvence PBGD ze 60 organizmi bylo vypoc¢teno skore
konzervace glutaminu 204 na 0,43. Z toho je mozZné usuzovat, Ze aminokyselina nepatii
mezi zbytky klicové pro funkci enzymu. PBGD s mutaci Q204K byla exprimovéana
v E. coli, purifikovdna a byly s ni provedeny enzymatické studie. Mutovany enzym
vykazoval relativné vysokou zbytkovou aktivitu (73%) a pH optimum bylo stejné jako
v ptipadé wt proteinu (pH 8,0). Dals$imi méfenimi bylo prokazéno, Ze mutace Q204K
zpusobuje sniZeni stability proteinu. Aktivita mutantniho enzymu klesla na polovinu po
méné nez 30 min inkubace pfi teploté 65°C. Aktivita wt PBGD poklesla na polovinu
teprve po vice nez 100 min inkubace pfi teploté 65°C (graf 6). Na sniZenou stabilitu
PBGD s mutaci Q204K lze usuzovat i z vysledki samotné exprese, kdy vytézky mut204
a mutl73+204 PBGD byly maximalné polovi¢ni ve srovnani s wt a mutl73 PBGD
(tabulka 5). VSechny expresni experimenty probihaly za stejnych podminek.
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7. SOUHRN

Vsechny cile diplomové prace byly spinény.

e Byly identifikovany kauzalni mutace zpusobujici AIP u nové diagnostikovanych
pacientd z Ceské a Slovenské republiky a byl proveden geneticky screening
v postizenych rodinach. Vysledky vySetfeni byly pouZity pro ucely genetického

poradenstvi.

e Byla zavedena a optimalizovana metodologie pro rutinni molekulérni analyzu genu
pro PBGD a nasledny geneticky screening u nové diagnostikovanych nemocnych

s AIP a v jejich rodinach.

e Lidskda PBGD byla klonovéna a exprimovana v E. coli. Byly pfipraveny enzymy
s mutacemi R173Q, Q204K a R173Q+Q204K.

e Mutace byly charakterizovdny na molekularni urovni. Vlastnosti mutovanych
PBGD byly uréeny méfenim specifické enzymové aktivity a stanovenim pH optima

a tepelné stability.

Tato studie pfispiva k lep§imu poznani molekularni podstaty AIP.

e Byly identifikovany 3 nové dosud nepopsané mutace v genu pro PBGD (Q204K,
675delA, 965-966insA).

e Byl popsan a charakterizovan neobvykly ptipad AIP se dvéma mutacemi (R173Q,
Q204K) lokalizovanymi na stejné alele v 10. exonu genu pro PBGD. Mutace
R173Q zpisobuje neschopnost PBGD katalyzovat enzymatickou reakci, mutace

Q204K snizuje stabilitu enzymu.

Poznani patologickych mutaci, specifickych pro jednotlivé rodiny, vyrazné pfispéje
k prevenci zavaznych, az Zivot ohrozujicich zachvatii akutni jaterni porfyrie a ma tedy

velky zdravotné-socidlni dopad.

S pouzitim vSech dostupnych literarnich prameni byl vytvofen kompletni seznam
301 popsanych mutaci zplsobujicich AIP a bylo provedeno srovnani vyskytu mutaci

v genu pro PBGD ve slovanské populaci a ve svété.
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8. DODATKY

Kapitola obsahuje materialy dopliujici a rozsitujici text diplomové prace. Byly sem
zatazeny zejména rozsahlé tabulky. Jejich pouziti v pfislusnych kapitolach by vedlo
k neimérnému narlstani objemu diplomové prace a bylo by na tkor ptehlednosti a
srozumitelnosti textu. V textu je na tyto materidly odkazovano. Tabulky 12-14 jsou

psany v anglicting.

Tab. 11: Nomenklatura porfyrii.

Onemocnéni Synonyma

deficience PBG syntazy akutni porfyrie s defektem ALA dehydratdzy
plumboporfyrie
Dossova porfyrie
ALA-urie
deficience PBG deaminazy akutni intermitentni porfyrie (AIP)
Waldenstromova (Svédska) porfyrie
pyroloporfyrie
deficience URO III syntazy kongenitalni erytropoeticka porfyrie (CEP)
hereditarni erytropoeticka porfyrie
Giintherova choroba
morbus Giinther
deficience URO dekarboxylazy  porfyria cutanea tarda (PCT)
symptomaticka jaterni porfyrie
chronicka hepatalni porfyrie
porphyria cutanea tarda symptomatica
urokoproporfyrie
deficience COPRO oxidazy hereditarni koproporfyrie (HCP)
koproporfyrie
deficience PROTO oxidazy porfyria variegata (PV)
smiSeny typ
jihoafricky typ
mixed porphyria
protokoproporfyrie
porphyria cutanea tarda hereditaria
deficience ferochelatazy Protoporfyrie (PP)
erytropoeticka protoporfyrie
erytrohepatalni protoporfyrie
Kurzivou zvyraznény doporucené ndazvy
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Tab. 12: Mutace identifikované v genu pro PBGD.

Position Nucleotide Type (.)f Mutation consequence Reference (first report)
change mutation

Promoter

-154 del G other Transcription impairment  Whatley et al. 2000

Exon 1

3 G>A MS Mill Chen et al. 1994

33 G>A SD {:\gs_l’st;)(’)lpllar]%tentlon ’ Luchinina et al. 2005

33 G>T SD ‘F‘gﬂsfgp‘ﬁ‘fte“m" > Grandchamp et al. 1989

IVS'1

33+1 G>A SD ?éiigpi&;etemlon ’ Grandchamp et al. 1989b

IVS1 67 bp retention ,

33+1 G>T SD FSos topw&l Yu et al. 2000

3342 T>A SD 'F‘éisfzpiarlete"“"“ > Puyetal 1998

3342 T>C SD IF\;S_I.S?Z;T]&%"O" * Braschetal. 2004

3343 G>T SD IF‘gs_"S?Zptjr‘;’le‘e“m" > Mustajoki et al. 1998

3345 G>A SD IF\;S_{SprE‘Z’]??te“tm“ * Luchinina et al. 2005

3345 G>C SD ;‘gﬁlggpﬁ‘;’lﬂe““"" > Puyetal 1998

IVS 2

34-2 A>G SA Exon 3 deletion Gouya et al. 2004

Exon 3

4] del A FS FS — Stop +3 Whatley et al. 2000

53 del T FS FS — Stop +2 Surin et al. 2001

64 C>T MS R22C Ong et al. 1998

66 C>G SD Exon 3 deletion Llewellin et al. 1996

70 G>A MS G24S Rosipal et al. 1997

72 G>A MS G24D Luchinina et al. 2005

76 C>T MS R26C Kauppinen et al. 1995

77 G>A MS R26H Llewellyn et al. 1993

83 G>A MS S28N Puy et al. 1997

86 A>T MS Exon 3 deletion Mustajoki et al. 1998

IVS 3

87+1 G>A SD Exon 3 deletion Lundin et al. 1995

87+2 ™G SD Exon 3 deletion? Schneider-Yin et al. 2006

87+5 G>T SD Exon 3 deletion? Luchinina et al. 2005

88-2 A>G SA Exon 4 deletion Floderus et al. 2002

Exon 4

88 C>A SA Exon 4 deletion Gouya et al. 2004

91 G>A MS A3IT Gu et al. 1994

91 G>C MS A3IP Whatley et al. 1999

92 C>T MS A31V Luchinina et al. 2005

97 del A FS FS — Stop + 10 Kauppinen et al. 1995

100 C>A MS Q34K Mgone et al. 1992

100 C>T MS Q34X Kauppinen et al. 1995

101 A>C MS Q34P De Siervi et al. 1999a

101 A>G MS Q34R Gouya et al. 2004
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104 C>T MS T35M De Siervi et al. 2000
108-109 ins T FS FS — Stop + 16 Solis et al. 1999

125 T>A NS L42X Puy et al. 1996

125 T>C MS L42S Whatley et al. 1999
134 C>A NS S45X %aorginez di Montemuros et al.
138 C>A NS Y46X Gregor et al. 2002
148 C>T NS Q50X Floderus et al. 2002
158-159 ins A FS FS — Stop + 12 Rosipal et al. 1997
IVS 4

160+1 G>T SD Exon 4 deletion Puy et al. 1997

160+1 G>A SD Exon 4 deletion Whatley et al. 1999
161-6 C>G SD Exon § deletion Whatley et al. 1999
161-3 5 del CTC SA Exon 5 deletion? Schneider-Yin et al. 2006
161-2 A>C SA Exon 5 deletion Whatley et al. 1999
161-1 G>C SA Exon 5 deletion Petersen et al. 1998
Exon §

163 G>T MS A55S Guet al 1994
168-169 del GT FS FS — Stop + 8 Schreiber et al. 1995a
174 del C FS FS — Stop + 40 Guet al. 1994
178-179 ins G FS FS — Stop + 5 Gouya et al. 2004

180 L“;)A'“ (33 ks FS — Stop + 18 Mustajoki et al. 1999
181 G>A MS D61IN Whatley et al. 1999
181 G>T MS D61Y Gregor et al. 2002
181 G>C MS D61H Brasch et al. 2004

181 del G FS FS — Stop + 37 Di Pierro et al.2005
182 ins G FS FS— Stop+ 5 Guetal. 1994

182 del A FS FS — Stop + 36 %(gotmez di Montemuros et al.
182 ins GA FS FS — Stop + 37 %%rltmez di Montemuros et al.
184-185 del AA FS FS — Stop+3 Whatley et al. 1999
202-203 del CT FS FS — Stop +2 Luchinina et al. 2005
206-207 delCT NS S69X Puy et al. 1997

207 del T FS FS — Stop + 28 Floderus et al. 2002
207-208 ins T FS FS — Stop + 1 Gouya et al. 2004
210 G>A SD Exon 5 deletion? Floderus et al. 2002
IVS 5

210+1 G>A SD Exon 5 deletion Guet al 1994
210+(2-3) insG SD Exon 5 deletion Puy et al. 1997
210+2 >C SD Exon S deletion Whatley et al. 1999
211-1 G>A SA Exon 6 deletion Di Pierro et al. 2005
211-1 G>C SA Exon 6 deletion Surin et al. 2001
Exon 6

215-216 del GA FS FS — Stop + 10 Gross et al. 1999
218-219 del AG FS FS — Stop +9 Gu et al. 1994

232 A>C MS T78P Ramdall et al. 2000
239 A>G MS E80G Ramdall et al. 2000
242 >C MS L81P Hesslels et al. 2004
254 G MS L85R Whatley et al. 1999
257 A>T MS E86V Floderus et al. 2002
IVS 6

266+1 G>C SD Exon 6 deletion Lundin et al. 1997
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267-61 del 8 bp SD Exon 7 deletion? Brasch et al. 2004
Exon 7

269 ™G MS V90G Whatley et al. 1999
275 T>C MS L92P Floderus et al. 2002
277 G>T MS VI3F Chen et al. 1994

278 ™A MS V93D Luchinina et al. 2005
278-280 del TTG IFD del V93 Gregor et al. 2002
287 C>T MS S96F De Rooij et al. 1995
291 del G FS FS — stop + 37 Puy et al. 1997

293 A>G MS K98R Kauppinen et al. 1995
295 G>C MS D99H De Rooij et al. 1995
295 G>A MS D9ON g/loaorltinez di Montemuros et al.
296 A>G MS D99G Floderus et al. 2002
308-309 del TG FS FS — stop + 18 %%r(;mez di Montemuros et al.
314-315 ins C FS FS — stop + 15 Schreiber et al. 1995a
315 del T FS FS — stop + 15 Gregor et al. 2002
323-324 ins T FS FS — stop + 13 Whatley et al. 1999
331 G>A MS GI1IR Guetal 1993a

335 C>A MS A112D Luchinina et al. 2005
338 ™>C MS [113T Floderus et al. 2002
339-340 ins T FS FS — stop + 7 Solis et al. 2004
340-341 ins T FS FS —stop+7 Whatley et al. 1999
342 C>A NS Cl114X Puy et al. 1997

1VS 7

344+1 G>A SD Exon 7 deletion Robreau-Fraolini et al. 2000
344+1 G>C SD Exon 7 deletion Cappellini et al. 2002
34442 T>C SD Insertion 15 bp lzlflocgotmez di Montemuros et al.
344+(2-5) del TAAG SD Exon 7 deletion Surin et al. 2001
344+33 G>T SD Exon 7 deletion Whatley et al. 1999
345-2 A>G SA Exon 8 deletion Floderus et al. 2002
345-1 G>C SA Exon 8 deletion Brasch et al. 2004
345-1 G>A SA Exon 8 deletion Schreiber et al. 1994a
Exon 8

346 C>T MS R116W Guetal 1993

347 G>A MS R116Q Mgone et al. 1994
356 C>T MS P119L Lundin et al. 1995
361 G>T MS DI121Y Schneider-Yin et al. 2006
371 T>A MS V124D Puy et al. 1997

415 G>T NS E139X Luchinina et al. 2005
416-417 ins CA FS FS — stop + 116 Mustajoki et al. 1998
422 del G SD Exon 8 deletion Whatley et al. 1999
IVS 8

422+1 G>T SD Exon 8 deletion Lundin et al. 1995
423-1 G>A SA Deletion 15 bp Exon 9? Luchinina et al. 2005
423-1 G>T SA Deletion 15 bp Exon 9 De Siervi et al. 1999
Exon 9

445 C>T NS R149X Kauppinen et al. 1995
446 G>A MS R149Q Delfau et al. 1991

446 G>T MS R149L Guet al. 1994
453-455 del AGC IFD Deletion A152 De Siervi et al. 1999
463 C>T NS Q155X Scobie et al. 1990a
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469-470 del AA FS FS — stop + 52 Di Pierro et al. 2004a
470-471 ins A FS FS — stop + 53 Schreiber et al. 1994
489-490 ins TCCT FS FS — stop + 1 Whatley et al. 1999

IVS 9

498+1 G>A SD Exon 9 deletion Nielsen 1997

498+15 G>T SD Exon 9 deletion Brasch et al. 2004
498+22 G>A SD 9 %aor]tinez di Montemuros et al.
499-13 del14ins3  SD Exon 10 deletion Brasch et al. 2004

499-1 G>A SA Exon 10 deletion Lundin et al. 1994

Exon 10

499 C>T MS R167W Guetal 1992

500 G>A MS R167Q Delfau et al. 1990

500 del G FS FS — stop + 98 Puy et al. 1997

503-504 ins A FS FS — stop + 40 Schuurmans et al. 2001
508-510 del CTC IFD del L170 Schuurmans et al. 2001
517 del 17 bp FS FS — stop + 30 Puy et al. 1997

517 C>T MS R173W Lee 1991

518 G>A MS R173Q Delfau et al. 1990

530 G MS L177R Mgone et al. 1992

532 G>A MS D178N Puy et al. 1997

541 C>T NS QI81X Whatley et al. 1999

552 del T FS FS —stop+5 Gregor et al. 2002

569 C>T MS T1901 Schuurmans et al. 2001
576-595 del 19 bp FS FS — stop + 58 Puy et al. 1997

580 C>T NS Q194X %aorltinez di Montemuros et al.
583 C>T MS R195C Kauppien et al. 1995

593 G>A NS W198X Lee and Anvret 1991

600 del C FS FS — stop + 55 Luchinina et al. 2005
601 C>T MS R201W Lundin et al. 1994

604 G>T MS V202F Gross et al. 1999

604 del G FS FS — stop + 53 Schreiber et al. 1994
609-610 ins G FS FS —stop+5 Schneider-Yin et al. 2006
610 C>A MS Q204K Hrdinka et al. 2005

610 C>T NS Q204X Mgone et al. 1994

612 G>T SD Deletion 9 bp exon 10 Delfau et al. 1991

IVS 10

612+2 ™C SD Exon 10 deletion Puy et al. 1997

612+2 2](\:/ CT é&GG SD Exon 10 deletion Petersen et al. 1998
613-1 G>A SA Exon 11 deletion Gouya et al. 2004

613-1 G>T SA Exon 11 deletion Robreau-Fraolini et al. 2000
Exon 11

623 del C FS FS — stop + 47 Lam et al. 2001

625 G>A MS E209K Puy et al. 1997

629 del A FS FS — stop + 45 Lee et al. 1995

634 A>G MS M212V Solis-Villa et al. 1997
639 G NS Y213X Puy et al. 1997

647 G>A MS G216D Lundin et al. 1997
646-647 ins A FS FS — stop + 51 Luchinina et al. 2005
650 A>G MS Q217R Schneider-Yin et al. 2006
650 A>T MS Q217L Schneider-Yin et al. 2000
651 G>T MS Q217H Puy et al. 1997
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IVS 11

651+1 G>C SD Exon 11 retention Petersen et al. 1998
651+2 >C SD Exon 11 retention Whatley et al. 1999
652-5 4 %‘;';?C SA ? Luchinina et al. 2005
652-3 C>G SA Exon 12 deletion Llewellyn et al. 1996
652-2 A>G SA Exon 12 deletion Petersen et al. 1998
652-2 A>C SA Exon 12 deletion Bor et al. 2003

6522 delA SA Exon 12 deletion Martinez di Montemuros et al
652-1 del G SA Exon 12 deletion Puy et al. 1997

652-1 G>C SA Exon 12 deletion Puy et al. 1997

Exon 12

654-655 ins G FS FS — stop + 33 Di Pierro et al. 2004b
656 C>A MS A219D Whatley et al. 1999
664 G>A MS V222M Mustajoki et al. 1998
665-666 ins A FS FS — stop + 28 De Siervi et al. 1999a
666-667 del GG FS FS — stop + 28 De Siervi et al. 1997
667 G>A MS E223K Guetal. 1994
669-698 del 30 bp IFD Deletion 11 aa Guillen-Navarro et al. 2004
673 C>G MS R225G Kauppinen et al. 1995
673 C>T NS R225X Kauppinen et al. 1995
674 G>A MS R225Q Floderus et al. 2002
675 del A FS FS — stop + 41 Hrdinka et al. 2005
680-681 ins AA FS FS — stop + 28 Whatley et al. 1999
691-721 del 30 bp IFD del AK 231-241 Puy et al. 1997

706 G>A MS G236S Gouya et al. 2004

713 TG MS L238R Kauppinen et al. 1995
715-716  del CA FS FS — stop + 9 Puy et al. 1996

716 ins C FS FS — stop + 10 Puy et al. 1997

721 C>T MS P241S Schuurmans et al. 2001
723 dupl 21bp IFI Repeat 7 aa Puy et al. 1997

723 del C FS FS — stop + 13 Whatley et al. 1999
728 del C FS FS — stop + 12 De Siervi et al. 1997
728-729 del CT FS FS — stop+ 6 De Siervi et al. 1999a
730-731 del CT FS FS — stop+ 6 Mgone et al. 1993

731 >C MS L244P Gouya et al. 2004
731-732 ins T FS FS — stop + 6 Schneider-Yin et al. 2006
734 ™G MS L245R Delfau et al. 1991

739 ™C MS C247R Mgone et al. 1993
740 G>T MS C247F Chen et al. 1994
741-742 ins 13 bp FS FS — stop + 7 Gouya et al. 2004
742-743 ﬁc . FS — stop + 10 Gu et al. 1994
744-751 dCe(l}CTGAAA FS FS — stop + 40 Bor et al. 2003

748 G>C MS E250Q Lundin et al. 1995
748 G>A MS E250K Gu et al. 1994
748-749 ‘(':‘:TC Gerg FS FS — stop + 7 Whatley et al. 1999
749 A>T MS E250V Puy et al. 1997

749 A>C MS E250A Puy et al. 1997

749 del A FS FS — stop + 12 Gouya et al. 2004
754 G>A MS A252T Mgone et al. 1993
754 G>C MS A252P Nissen et al. 1997
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755 C>T MS A252V Mgone et al. 1993
766 C>T MS H256Y Puy et al. 1997

766 C>A MS H256N Mgone et al. 1992
770 T>C MS+FS L257P + Exon11/12 del. Pischik et al. 2005
771-772 ins T FS FS — stop + 33 Ong et al. 1996

771 G>A SD Exon 12 deletion Grandchamp et al. 1989
771 G>C SD Exon 12 deletion Diamon et al. 1993
IVS 12

771+1 G>C SD Exon 12 deletion De Siervi et al. 1999a
771+1 G>A SD Exon 12 deletion Puy et al. 1996

771+1 G>T SD Exon 12 deletion Rosipal et al. 1997
77142 C SD Exon 12 deletion %‘;’]””” di Montemuros et al.
772-17 A>G SA ? Luchinina et al. 2005
772 -2 A>G SA Exon 13 retention Mustajoki et al. 1998
772-1 G>A SA Exon 13 deletion Puy et al. 1997

Exon 13

779 G>A MS G260D Floderus et al. 2002
798-799 ins AGCC FS FS — stop +24 Whatley et al. 1999
799 G>A MS V26T™M Rosipal et al. 1997
806 C>T MS T2691 Mgone et al. 1994
809 C>A MS A270D Puy et al. 1997

809 C>G MS A270G Robreau-Fraolini et al. 2000
815-818 del AGGA FS FS — stop+6 De Siervi et al. 1999a
820 G>A MS G274R Mgone et al. 1994
823 C>T NS Q275X Puy et al. 1997

IVS 13

825+1 G>C SD Exon 13 deletion Brasch et al. 2004
825+1 G>A SD Exon 13 deletion Llewellin et al. 1996
825+2 T>C SD Exon 13 deletion Brasch et al. 2004
825+2 ™A SD Exon 13 deletion Gross et al. 1999
852+2(+6) T>G SD Exon 13 deletion? Luchinina et al. 2005
825+5 G>C SD Deletion 2 aa Exon 13+FS  Pischik et al. 2005
825+3 6 del AAGT SD Exon 13 deletion Pischik et al. 2005
826-2 A>G SA Intron 13 retention Mustajoki et al. 1998
826-1 G>A SA Intron 13 retention %aor]t inez di Montemuros et al.
Exon 14

833 T>C MS L278P Mustajoki et al. 1998
835-837 dGe' ACTins g FS — stop + 10 Solis et al. 1999

838 G>A MS G280R Kauppinen et al. 1995
841-843 del GGA IFD G281 del De Siervi et al. 2000
847-848 del TG FS FS —stop+7 Lundin et al. 1997
848 G>A NS W283X Mgone et al. 1994
849 G>A NS W283X Schreiber et al. 1995a
854-855 del TA FS FS — stop + 4 Puy et al. 1997

863 C>A NS S288X Puy et al. 1997

863 C>G NS S288X Petersen et al. 1998
863 ins T FS FS — stop +29 Floderus et al. 2002
866-869 del ATAG FS FS — stop +26 Whatley et al. 1999
874 C>T NS Q292X Schneider-Yin et al. 2000
886-887 ins A FS FS — stop + 10 Gross et al. 1999

886 C>T NS Q296X Kauppinen et al. 1995
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900-901 ins T FS FS — stop + 6 Schreiber et al. 1995
900 del T FS FS — stop + 15 Delfau et al. 1991

911 del A FS FS — stop + 13? Bor et al. 2003

IVS 14

912+1 G>A SD Exon 14 deletion Guetal 1993a
912+1 G>T SD Exon 14 deletion Whatley et al. 1999
912+2 ™C SD Exon 14 deletion? Luchinina et al. 2005
913-2 A>G SA Exon 15 deletion Floderus et al. 2002
Exon 15

913-914 ins C FS FS — stop + 1 Puy et al. 1996

940 C>T NS Q314X Di Pierro et al. 2004
948 del A FS FS — stop + 27 De Siervi et al. 1999a
950-951 ins G FS FS — stop + 5 Flachsova et al. 2003
962 G>A MS R321H Schuurmans et al. 2001
965-966 ins A FS FS — stop + 36 Hrdinka et al. 2005
973 C>T NS R325X Petersen et al. 1996
980-986 dC%CAGTT FS FS — stop + 14 De Siervi et al. 1997
982 del C FS FS — stop + 16 Whatley et al. 1999
982-983 del CA FS FS — stop + 30 Maeda et al. 2000
985-996 del 12 bp IFD 329-332 deletion LAAQ De Siervi et al. 1999a
986-987 ins T FS FS — stop + 30 Petersen et al. 1998
992-1123  del 131 bp IFD Deletion 31 aa Gregor et al. 2002
1000-1018 del 19 bp FS FS — stop+9 Kauppinen et al. 2005
1002 del G FS FS — stop+ 8 Ong et al. 1998

1003 G>A MS G335S De Siervi et al. 1999a
1004 G>A MS G335D Puy et al. 1997

1004 del G FS FS — stop+9 Robreau-Fraolini et al. 2000
1013 ™G MS L338R Luchinina et al. 2005
1024-... del 67 bp FS ? Luchinina et al. 2005
1028 T>C MS L343P Floderus et al. 2002
1029-1033 del GAGCA FS FS — stop + 13 Luchinina et al. 2005
1062-1063 ins C FS FS — stop + 4 Daimon et al. 1994
1067 del A FS ? Brasch et al. 2004
1067-1068 ins CGGCA FS FS — stop + 90 Brasch et al. 2004
1073 del A FS ? Kauppinen et al. 1995

Nucleotide positions are numbered according to human PBGD c¢cDNA (ATG initiation codon for the
housekeeping isoform is +1), Aminoacids a nucleotides — standard one letter abbreviations, SD —
donor site splice defect, SA - acceptor site splice defect, NS - nonsense mutation, MS - missense
mutation, FS - frameshift mutation, IFD - in-frame deletion, IFI - in-frame insertion, IVS — intervening
sequence (intron), X — nonsense codon, ins — insertion, del — deletion, delins — deletion followed by

insertion, inv - inversion, dupl - duplication, ? - predicted consequence/not tested
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Tab. 13: Mutace v genu pro PBGD u AIP pacienti slovanského puvodu.

Position Nucleotide Type (?f Mutation Country Reference
change mutation consequence (first report)

Exon 1

33 G>A SD IVS1 67 bp retent. Russia Luchinina et al. 2005

IVS'1

33+5 G>A SD IVS1 67 bp retent. Russia Luchinina et al. 2005

Exon 3

70 G>A MS G24S Czech Rep. Rosipal et al. 1997

72 G>A MS G24D Russia Luchinina et al. 2005

76 C>T MS R26C Czech Rep., Russia  Kauppinen et al. 1995

77 G>A MS R26H Czech Rep., Poland, ;)0 o1ty et al. 1993
Russia

IVS 3

87+2 G SD Exon 3 deletion?  Poland g(c)ggetder-Ym et al

87+5 G>T SD Exon 3 deletion?  Poland, Russia Luchinina et al. 2005

Exon 4

92 C>T MS A31V Russia Luchinina et al. 2005

138 C>A NS Y46X Poland Gregor et al. 2002

158-159  ins A FS FS — Stop+12  Czech Rep. Puy et al. 1997

1VS 4

161-3.5  del CTC SA Exon 5 deletion?  Poland Schn.-Yin et al. 2006

Exon §

181 G>T MS D61Y Poland Gregor et al. 2002

202-203  delCT FS FS — Stop + 2 Russia Luchinina et al. 2005

206-207 delCT NS S69X Russia Puy et al. 1997

210 G>A SD Exon 5 deletion?  Poland Floderus et al. 2002

IVS 5

211-1 G>C SA Exon 6 deletion Russia Surin et al. 2001

Exon 7

278-280  del TTG IFD del V93 Poland Gregor et al. 2002

315 del T FS FS — stop + 15 Poland Gregor et al. 2002

331 G>A MS GIIIR Czech Rep., Poland, -, o/ 41 19934
Russia

335 C>A MS Al12D Russia Luchinina et al. 2005

1IVS 7

344+1 G>A SD Exon 7 deletion Poland Rob.-Fraol et al. 2000

344+(2-5) del TAAG SD Exon 7 deletion Russia Surin et al. 2001

Exon 8

415 G>T NS E139X Russia Luchinina et al. 2005

361 G>T MS DI121Y Poland Schn.-Yin et al. 2006

IVS 8

423-1 G>A SA Del. 15 bp Ex9 Russia Luchinina et al. 2005

Exon 9

445 C>T NS R149X Poland, Russia Kauppinen et al. 1995

Exon 10

499 C>T MS R167W Russia Guetal 1992

517 C>T MS R173W Russia Leet 1991

518 G>A MS R173Q Czech Rep., Poland  Delfau et al. 1990

552 del T FS FS — stop+5 Poland Gregor et al. 2002

583 C>T MS R195C Russia Kauppien et al. 1995
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600 del C FS FS — stop + 55 Russia Luchinina et al. 2005
609-610 ins G FS FS — stop +5 Poland Schn.-Yin et al. 2006
610 C>T NS Q204X Russia Mgone et al. 1994
610 C>A MS Q204K Czech Rep. Hrdinka et al. 2005
Exon 11
647 G>A MS G216D Russia Lundin et al. 1997
646-647  ins A FS FS — stop + 51 Russia Luchinina et al. 2005
650 A>G MS Q217R Poland Schn.-Yin et al. 2006
IVS 11
652-1 G>C SA Exon 12 deletion  Russia Puy et al. 1997
652-5 4 fﬂg‘; c SA ? Russia Luchinina et al. 2005
Exon 12
673 C>T NS R225X Poland, Russia Kauppinen et al. 1995
675 del A FS FS — stop + 41 Czech Rep. Hrdinka et al. 2005
730-731  delCT FS FS —stop+6 Poland Mgone et al. 1993
731-732  ins T FS FS —stop+6 Poland Schn.-Yin et al. 2006
739 T>C MS C247R Russia Mgone et al. 1993
748 G>C MS E250Q Russia Lundin et al. 1995
770 T>C MS+FS  L257P+del E11/12 Russia Pischik et al. 2005
IVS 12
771+1 G>T SD Exon 12 deletion ~ Czech Rep., Russia  Rosipal et al. 1997
771+1 G>C SD Exon 12 deletion  Russia De Siervi et al. 1999a
771+2 T>C SD Exon 12 deletion  Poland Martinez di Mont. et
al. 2001
772-17 A>G SA ? Russia Luchinina et al. 2005
Exon 13
799 G>A MS V267M Czech Rep. Rosipal et al. 1997
IVS 13
825+1 G>A SD Exon 13 deletion  Russia Llewellin et al. 1996
825+2 T>A SD Exon 13 deletion  Russia Gross et al. 1999
825+3 6 del AAGT SD Exon 13 deletion  Poland, Russia Pischik et al. 2005
825+5 G>C SD Del 2 aa E13+FS  Russia Pischik et al. 2005
852+2(+6) T>G SD Exon 13 deletion? Russia Luchinina et al. 2005
IVS 14
912+2 T>C SD Exon 14 deletion? Russia Luchinina et al. 2005
Exon 15
1013 ™G MS L338R Russia Luchinina et al. 2005
1024-... del67bp FS ? Russia Luchinina et al. 2005
:ggg' dGe/L Gea S FS—stop+13  Russia Luchinina et al. 2005
965-966  ins A FS FS — stop + 36 Czech Rep. Hrdinka et al. 2005
982-983  del CA FS FS — stop + 30 Poland Maeda et al. 2000
992-1123 del 131 bp IFD Deletion 31 aa Poland Gregor et al. 2002

Nucleotide positions are numbered according to human PBGD c¢cDNA (ATG initiation codon for the
housekeeping isoform is +1), Aminoacids a nucleotides — standard one letter abbreviations, SD — donor
site splice defect, SA - acceptor site splice defect, NS - nonsense mutation, MS - missense mutation, F'S -
frameshift mutation, IFD - in-frame deletion, IFI - in-frame insertion, IVS — intervening sequence
(intron), X — nonsense codon, ins — insertion, del — deletion, delins — deletion followed by insertion, inv
- inversion, dupl - duplication, ? - predicted consequence/not tested
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Tab. 14: Polymorfismy a varianty genu pro PBGD.

Nucleotide Screening Population  Frequency No. References
change method studied reported studied
Promoter
-235 A>T  Sequencing Swedish A: 0,67, T:0,33 33 Lundin and Anvret 1997
Caucasians A:0,65;T: 0,35 78 Robreau-Fraolini et al. 2000
Afr(?- A:0,75; T: 0,25 30 Robreau-Fraolini et al. 2000
Caribbeans
Africans A:0,67,T:0,33 68 Robreau-Fraolini et al. 2000
S'UTR
Euro. .
-64 C>T RFLP . C:0,63; T:0,37 35 Picat et al. 1991
Caucasians
(Apal) Canadians C:0,52; T:0,48 100 Schreiber et al. 1992
Caucasians C:0,63; T:0,37 78 Robreau-Fraolini et al. 2000
Afro- C:0,63; T:037 30 Robreau-Fraolini et al. 2000
Caribbeans
Africans C:0,71, T: 0,29 68 Robreau-Fraolini et al. 2000
IVS1
245G>A  RFLP Buro. G:0,53;A: 0,47 20 Llewellin et al. 1987
Caucasians
(Mspl) Finnish G:0,41; A: 0,59 66 Kauppinen et al. 1990
European G:0,54; A: 0,46 96 Scobie et al. 1990
Swedish G:0,6; A:0,4 98 Leeetal 1991
N.A . G:0,58;A: 042 104 Yoo et al. 1993
Caucasians
Caucasians G:0,58; A: 0,42 78 Robreau-Fraolini et al. 2000
Afr(.)- G:0,53; A: 047 30 Robreau-Fraolini et al. 2000
Caribbeans
Africans G:0,64; A: 0,36 68 Robreau-Fraolini et al. 2000
400 T>C RFLP European T: 0,58; C: 0,42 37 Lee and Anvret 1987
(Pstl) European T: 0,55; C: 0,45 137 Scobie et al. 1990
Finnish T: 0,74; C: 0,26 66 Kauppinen et al. 1990
Swedish T:0,60; C: 0,40 98 Lee et al 1991
N.A. . T: 0,62; C: 0,38 106 Yoo et al. 1993
Caucasians
Caucasians T:0,62;C: 0,38 78 Robreau-Fraolini et al. 2000
Afrg- T: 0,65; C: 0,35 30 Robreau-Fraolini et al. 2000
Caribbeans
Africans T: 0,68; C: 0,32 68 Robreau-Fraolini et al. 2000
1277 C>A RFLP Swedish C:0,60; A: 0,40 98 Leeetal 1991
(ApalD) — N.A. C:0,54: A:0,46 100 Yoo et al. 1993
Caucasians
Caucasians C:0,54;A:046 78 Robreau-Fraolini et al. 2000
Afro- C:0,55;A:045 30 Robreau-Fraolini et al. 2000
Caribbeans
Africans C:0,59; A: 041 68 Robreau-Fraolini et al. 2000
2478 A>G RFLP Finnish A:0,25;G: 0,75 66 Kauppinen et al. 1990
(BstNI) European A:0,53;G: 0,47 100 Scobie et al. 1990
Swedish A:0,55;G:0,45 34 Leeetal 1991
N.A. . A:0,62;G:0,38 104 Yoo et al. 1993
Caucasians
Caucasians A:0,62;G: 0,38 78 Robreau-Fraolini et al. 2000
Afro- A:0,62;G:038 30 Robreau-Fraolini et al. 2000
Caribbeans
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Africans A:0,66;G: 0,34 68 Robreau-Fraolini et al. 2000
IVS 2
3119 G>T DGGE Japanese G: 0,95; T: 0,05 31 Daimon et al. 1993a
Caucasians G:0,95; T: 0,05 78 Robreau-Fraolini et al. 2000
Afro- G:0,97;T:0,03 30 Robreau-Fraolini et al. 2000
Caribbeans
Africans G: 0,97, T: 0,03 68 Robreau-Fraolini et al. 2000
3167del G DGGE Caucasians G: 1,0;delG: 0,0 78 Robreau-Fraolini et al. 2000
Afro- G: 0,83; delG: ) -
Caribbeans 0,17 30 Robreau-Fraolini et al. 2000
Africans (()}:08’91; delG: 68 Robreau-Fraolini et al. 2000
IVS 3
3581 A>G RFLP Japanese A:0,21;G: 0,79 31 Daimon et al. 1993
(BsmAl) ~ N.A. A:0,59;G: 041 100 Yoo et al. 1993
Caucasians
Argentinean  A:0,56; G: 0,44 64 De Siervi et al. 1999a
Caucasians A:0,75;G: 0,25 78 Robreau-Fraolini et al. 2000
Afro- A:0,79;G: 021 30 Robreau-Fraolini et al. 2000
Caribbeans
Africans A:0,85;G: 0,15 68 Robreau-Fraolini et al. 2000
Exon 4
3615C>T DGGE French ? Puy et al. 1997
IVS 4
3982 RFLP British T: 0,58; C: 0,42 20 Whatley et al. 1999
(Hhal) Caucasians ~ T:0,58;C: 0,42 78 Robreau-Fraolini et al. 2000
Afro- T:0,60; C: 0,40 30 Robreau-Fraolini et al. 2000
Caribbeans
Africans T: 0,67, C: 0,33 68 Robreau-Fraolini et al. 2000
Exon 7
4679 C>T  Sequencing German ? Brasch et al. 2004
Exon 10
6479 G>T DGGE Euro. G:0,65;T: 0,35 43 Gu et al. 1991
Caucasians
NA G069 T:031 100  Yooetal 1993
Caucasians
Argentinean  G: 0,81; T: 0,19 74 De Siervi et al. 1999a
Caucasians G: 0,69; T: 0,31 78 Robreau-Fraolini et al. 2000
Afro- G:0,76;T: 024 30 Robreau-Fraolini et al. 2000
Caribbeans
Africans G: 0,70; T: 0,30 68 Robreau-Fraolini et al. 2000
German G:0,73; T: 0,27 22 Brasch et al. 2004
IVS 10
6589 A>G  Sequencing German ? Brasch et al. 2004
6761 A>G  Sequencing German ? Brasch et al. 2004
7052 A>G DGGE Caucasians A:1;G:0 78 Robreau-Fraolini et al. 2000
Afro- A:0,6; G: 0,4 30 Robreau-Fraolini et al. 2000
Caribbeans
Africans A:0,54;G: 0,46 68 Robreau-Fraolini et al. 2000
7064 C>A RFLP N.A . C:0,75;A:0,25 92 Yoo et al. 1993
Caucasians
(Hinfl) Chinese C:0,5;A:0,5 50 Lam et al. 2001
Caucasians C:0,75; A: 0,25 78 Robreau-Fraolini et al. 2000
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Afro-

Caribbeans C:0,69; A: 0,31 30 Robreau-Fraolini et al. 2000
Africans C:0,70; A: 0,30 68 Robreau-Fraolini et al. 2000

IVS 12

7539 C>T  Sequencing British C:0,87; T: 0,13 19 Whatley et al. 1999
Caucasians C:0,87; T: 0,13 78 Robreau-Fraolini et al. 2000
A s CIO94T:006 30 Robreau-Fraolini et al. 2000
Africans C:0,98; T: 0,02 68 Robreau-Fraolini et al. 2000

1VS 14

7998 G>A RFLP N.A . G:097; A: 0,03 96 Yoo et al 1993
Caucasians

(MnLI) Caucasians G:097; A: 0,03 78 Robreau-Fraolini et al. 2000

Afro- G:0,94;A:0,06 30 Robreau-Fraolini et al. 2000
Caribbeans
Africans G:0,95;A: 0,05 68 Robreau-Fraolini et al. 2000

8003 G>A Sequencing Chinese G:0,99; A: 0,01 50 Lam et al. 2001

3"’ UTR

8578 G>A RFLP Chinese G:0,64; A: 0,36 48 Law et al. 1999

(Bsrl) Caucasians  G:0,65; A: 0,35 78 Robreau-Fraolini et al. 2000

é;:‘i’l;beans G:0,65;A:0,35 30 Robreau-Fraolini et al. 2000
Africans G:0,58; A: 0,42 68 Robreau-Fraolini et al. 2000

Position of nucleotide change is numbered relative
genomic DNA sequence (i.e. A in ATG initiation codon is +1), Nucleotides — standard one letter
abbreviations, DGGE — Denaturating Gradient Gel Electrophoresis, RFLP — Restriction Fragments
Gel Polymorphysm, IVS — intervening sequence (intron), UTR — Untranslated Region, in parenthes —
name of restriction enzyme, N. A Caucasians — North American Caucasians, Euro. Caucasians —
European Caucasians, ? — not tested/data not available

to the translation initiation codon in Exon 1 in
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