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OSSZEFOGLALAS

Az erythropoeticus protopophyria fényérzékenységgel jd-
ré Oroklédd betegség, melynek oka a ferrokelatdz enzim
csokkent aktivitdsa. Az enzimzavar az eritrocitdkban, szé-
rumban, mdjban és székletben protoporfirin felhalmoza-
dast eredményez. Eddig szamos, a DNS kiilonbozd szaka-
szdt érinté mutdcior észleltek a betegség okaként, aldtd-
masztva ezzel a heterogén molekuldris patomechanizmust.
Szerzdk djabb molekuldris eltérések keresése céljabol 8
beteg esetében reverz transzkriptdz polimerdz ldncreakci-
ot (PCR), chemical cleavage analysis-t és egy esetben
DNS szekvendldst végeztek. Egy beteg mintdjibol G-C
transzverziot mutattak ki az elsd intron acceptor oldald-
nak elsd bdzis helyén, ami a mdsodik exon kiesését ered-
ményezte. Az ij mutdcio felismerése, amelyre a beteg he-
terozigota volt, kdzelebb visz az EPP genetikdjdnak feltér-
képezéséhe:.
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SUMMARY

Erythropoietic protoporphyria (EPP) is an inherited di-
sorder associated with intense light sensitivity and is cau-
sed by the diminished activity of the enzyme ferrochelata-
se. This results in the accumulation of protoporphyrin in
erythrocytes, serum, liver and faeces, Several different
mutations have been found to be responsible for the deve-
lopment of EPP, thus illustrating the heterogeneous mole-
cular pathology of the disease. To define further molecu-
lar defects reverse transcriptase-PCR (RT-PCR), chemi-
cal cleavage analysis, DNA sequencing were performed
in 8 EPP cases.

In one patient, the analysis revealed a G to C transversi-
on at the first position of the acceptor site of intron 1, in-
dicating loss of exon 2. The discovery of the novel mutati-
on for what the patient was heterozygous, adds new data
to the growing list of causes of EPP.
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A hem bioszintézisében résztvevd enzimek defektusa ko-
vetkeztében kiilonbdz6 klinikai tiinetekkel rendelkezd
korképek, az dgynevezett porphyridk jonnek 1étre. Az
erythropoeticus protoporphyria (EPP) egy ritka forma. A
ferrokelatdz csokkent aktivitisa okozza. Az enzim a hem
szintézis utolsd 1épését katalizdlja, a vas ion beépiilését a
protoporfirinbe [1]. A hibds miikodés miatt a protoporfirin
IX felhalmozédik a szévetekben (vér, mdj, bér). A klini-
kai tiinetek gyermekkorban kezdddnek és az egész élet fo-
lyamdn végigkisérik a beteget. A dermatoldgiai tiinetek a
protoporfirin fotoaktivitdsanak a kovetkezményei. Nap-
fény behatds utdn az érintett béron égd, viszketld érzés,

* Az el6adés elhangzott a DOTE Barklinika 70 éves jubileumi ren-
dezvényén. 1997 szeptember 18-20.
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o6déma, fdjdalom, urtikdria, papuldk, vezikuldk keletkez-
nek. Kialakuldsaért veldszintileg a masztocitik degranula-
cidja sordn felszabaduld medidtorok [2] és a komplement
szisztéma [3] a felelGsek. A betegek kb. 5%-ban akut, su-
lyos, gyorsan haldlhoz vezetd obstruktiv mdjelégtelenség
fej.16dhet ki [4] a protoporfirin mdjban torténd extrém fel-
szaporoddsdnak kovetkezményeként, mely csak szervatiil-
tetéssel (mdj vagy csontveld) gydgyithatd [5]. Ennek sike-
re a mdjelégtelenség progresszigjidval egyre csokken,
gyors lefolydsa miatt csak a korai diagnézistdl és a pre-
ventiv transzplantdciétol vagy a jovében génsebészeti be-
avatkozdsoktdl vdrhato teljes gyoégyulds. Jelen ismerete-
ink szerint nem rendelkeziink olyan paraméterekkel, me-
lyek alapjan meg tudnénk josolni, kik azok az EPP-s bete-
gek, akikben mdgelégtelenség fog kialakulni, és melyek



azok a provokdlé faktorok, amik erre vezetnek. Ezért a

P

betegség kialakuldsdért felelés muticidk feltérképezése,
azok Osszevetése a klinikai képpel és laboratériumi para-
méterekkel nemcsak a betegség okdnak tisztdzdsdban, ha-
nem a letdlis kimenetel megel6zésében is jelentds.

A ferrokelatdz cDNS-t 1990-ben [6] klénoztik és loka-
lizaltdk a 18-as kromoszomara [7, 8]. Azota t6bb munka-
csoport szamos mutaciét kozolt, melyek az EPP genetikai
polimorfizmusdt tdmasztjdk ald [9]. Az Oroklésmenet
tobbnyire dominans, inkomplett penetrancidval [10], de
recessziv eseteket is ismertettek [11]. A DOTE Bérklini-
kan 1966 ota 23 EPPs beteget gondozunk [12]. Ez a be-
tegség gyakorisdgit tekintve nagyszamu populdcié lehet6-
séget adott arra, hogy tanulmdnyozzuk a kérkép genetika-
jat, patomechanizmusit és epidemiologidjat.

Anyag és modszer

8 EPP-ben szenved§ beteg periférids alvadds gatolt vérébdl torténtek
a molekuldris genetikai vizsgdlatok. A részletesebben vizsgdlt beteg
35 éves. Klinikai tiinetei négy éves kordban kezddédtek. A napfény-
nek kitett teriileteken, a besugdrzas utdn fél egy 6rdval fijdalom, ég6
érzés, viszketés jelentkezett, néha apré hélyagok is eléfordultak. A
beteg évek dta fényvédelem mellett beta carotin prevencioban része-
siil, jelenleg a kézhdton, orron narancshéjra emlékeztetd a bére. Pe-
riférids vérkenetében a vvt-k 25%-a fluoreszcens mikroszkép alatt
vorosen fluoreszkdl. Vordsvértest protoporphyrin szintje: 432
pg/100 ml vvt, a ferrokelatdz enzim aktivitdsa 35%-a a normdl kont-
rollénak (cink-kelatdz médszer [13]). A mdjfunkciés prébakban el-
térést nem észleltiink.

I. RNS szepardlds

A totdl RNS szepardldsa a periférids vérbdl Histopaque gradiens
centrifugdlds utdn nyert buffy coat-bél RNAesy kittel (QUIAGEN)
vagy Chomczynsky és Sacchi mddszerével [14] TRIzol reagens (Li-
fe Technologies) felhasznalasaval tortént.

2. DNS szepardlds:
A genom DNS-t a TRIzol reagens protokolljdban lefrtak szerint az
RNS szeparilds utdn maradt fenolos fazisbol nyertiik.

3. Reverz-transzkriptdz polimerdz Idncreakcié (RT-PCR)
a) RT-PCR Ferrokelatdz komplementer DNS (cDNS) szintézise
First strand ¢cDNA Synthesis Kit (Pharmacia Biotech) random he-
xadeoxinucleotid primerck felhaszndldsdval tortént 37 °C-on 60 per-
cig. A reverztranszkriptdz reakcié utin azonnal PCR-ban specifikus
primerek (pl primer [10.] 5’-GAGGCTGCCCAGGCAA-3’ és p2 57~
TTTTCAACTCCACACTCC-3" (GCG komputer programmal tervez-
ve) felhaszndlasival sokszoroztuk a ferrokelatiz cDNS-t. A termék a
ferrokelatdz enzimet kodold csaknem teljes szakaszt tartalmazta,
nagysdga 1105 bp. A PCR koriilmények a kovetkezdk voltak: — 1
perc denaturdcié 95 °C-on; 1 perc annealing 57 °C-on és 1 perc 30
mésodperc a végs6 extenzid 72 °C-on. Enzimként Ampli Tag DNA
polymerézt hasznaltunk (Perkin Elmer). A PCR termékeket alacsony
olvaddsponti agaréz gélen elektroforetizdlva, etidium bromid festés-
sel UV fény alatt vizsgiltuk és fotéztuk. A RT-PCR reakcidkat min-
den mintdbél hiarom alkalommal egymdstdl fiiggetleniil elvégeztiik.

4. A mutdcié lokalizdldsa:
a) Chemical Cleavage of Mismatches (CCM)

A PCR termék tisztitdsa utan (Kristal kit) CCMM analizist végez-

tiink Dahl et al. [15] (1989) mddszere szerint eziistfestéssel.
b) Polimeraz ldncreakcio (PCR) belsé primerekke!

A RT-PCR reakcié termékét 2% agardz gélen hosszan futtatva a
gé1bdl kivdgtuk a rovidebb terméket, majd a pl, p4 mdr kozolt pri-
mer [10] valamint a GCG komputer program segitségével tervezett
p2, p3, p5 belsé primerekkel végeztiik PCR-t. (Primerek: p3 for-
ward:-  5-CACCATTCATCGCCAAC; p4 reverse:- 5'-
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TTTGCCTAACGCCACGGGGT; p5 forward:- 5°-ACACAT-
CACCTCCTCATC. A termékek hossza: A: pl, p2 1105 bp; B: p3,
p4990 bp; C: p5, p4 630 bp). A PCR kériilményei hasonléak voltak
a RT-PCR reakciékban leirtakhoz, azzal a kiilonbséggel, hogy az
extenzid ideje 1 perc volt.

A cDNS szakasz direkt szekvendldsa:

Aszimmetrikus PCR-t (Mgone et.al., 1992) végeztiink a gélbdl ki-
metszett és extrahdlt cDNS-sel mint templéttal pl primert hasznilva
limiting primernek 45 cikluson dt. Az aszimmetrikus PCR termék
isopropil alkoholos tisztitdsa utdn dideoxinukleotid linctermindcios
szekvendlds tortént Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit
(United States Biochemical) 35S dATP (Amersham) jelolt deoxi-
nukleotid segitségével. Az elektroforézis 8% uredt tartalmazd szek-
vendl6 gélen 50 °C-on Kodax X-omat filmmel exponéltuk.

A genom DNS szekvendldsa:
A 2 exont és az azt hatdrold intron teriileteket genom DNS templat
és p4 [4.].

Forward primer:- 5’-ATGGAGGTGGAAGTCAGGTG

Reverse primer:- 5’-TTGTGTCTATTGGTGTCTGC

és p5 primer par [9.]

Forward primer::- 5’-TTACCTGCCTGCAGAGAAATGC

Reverse primer:- 5’ACAGCTATTGAAAGGAAGCCA segitsé-
gével sokszoroztuk

Aszimmetrikus PCR és direkt szekvendldst végeztiink az eldziek-
ben leirtak szerint.

Eredmények

8 EPP-s beteg periférids limfocitdibdl extrahdlt, totdl RNS
felhasznaldsaval késziilt RT-PCR reakcié termékeket aga-
réz gélen megfuttatva egy beteg esetében kb. 100 bézissal
rovidebb terméket is észleltiink a vart 1,1 kb termék mel-
lett (1. dbra). Ezt jelzi a 8. minta megvastagodott csikja.
Ezt a rovidebb terméket a gélbdl extrahdlva a tébb belsé

Ferrokelataz RT-PCR

el L A K X ¥ K

1. dbra
EPP-s betegek periférids limfocitdibdl extrahalt, totdl RNS
felhaszndldsdval késziilt RT-PCR reakci¢ termékei
(agardz gél elektroforézis)

Ferrokelataz PCR

C

Kontroll

-

Beteg

2. dabra
Belsé primerrel elvégzett PCR termékek. A mellékelt
sematikus dbra jelzi a termékek helyzetét a cDNS-hez
viszonyitva




Ferrokelataz genom cDNS
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A cDNS eliilsé szakaszanak direkt szekvenaldsa

primerrel elvégzett PCR és CCM analizis azt mutatta,
hogy az A termék a beteg esetében rdvidebb, mint a
kontroll (2. dbra).

Ennek alapjdn a mutdciot a cDNS elsé szakaszdra loka-
lizaltuk.

Ezen szakasz direkt szekvendldsdnak eredményét Ossze-
hasonlitva a kontroll és kozdlt cDNS bazissorrendjével a
mdsodik exon kiesését észleltiik. Az exonok teriiletén mu-
taciot nem taldltunk (3. dbra).

A masodik exont hatdrolo intronok mdsodik exonhoz
kozeli szakaszainak szekvendldsa sordn az elsd intron elsd
bdzisdn (g-c) transzverzidt észleltiink, melyre vonatkozo-
an a beteg heterozigédta volt (4. dbra).

Ferrokelataz genom DNS
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A 2 exont hatdrolé intronok 2 exonhoz kézeli
szakaszainak szekvendldsa

Megbeszélés

A 2 exon kiesését, mint az EPP genetikai okat Nakahashi
1992-ben kozolte [16], de a munkacsoport az exon kiesé-
sét betegiik esetében az 1 intron -23 helyén észlelt mutdci-
onak tulajdonitotta. Az dltalunk észlelt intron 1 elsé bazi-
sdt érintd heterozigéta G-C transzverzid eddig még nem
kozolt bazis-eltérés a ferrokelatdz génen. Ismert, hogy a
gének intron/exon hatarteriiletei konzervativ régiok. A kii-
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16nboz6 géneken az intron/exon hatdron tg szekvencia ta-
lalhat6 meg, aminek szerepe van az intronok kivigéddsa-
ban és az exonok Osszekapcsolddisdban. Az itt bekévet-
kezd mutdcidk megakadalyozzdk a pontos illeszkedést és
az exon kiesését eredményezhetik. Az altalunk észlelt mu-
taci6 tehdt egy a mRNS érésében (splicing) fontos konzer-
vativ régiét érint €s magyardzza az exon kiesését. Ennek a
127 bazisbdl 4llé szakasznak a kiesése jelentGs viltozdst
idéz el6 a fehérje konfigurdcidjaban és az enzimaktivitds
csOkkenését okozza. A ferrokelatiz génen eddig mintegy
24 kiilonb6z8 mutéaciét irtak le. Kozottiik az exon 2 [15]
Nakahashi 1992, exon 3 [17] (Sarkany 1994), exon 7 [18]
(Nakahashi 1993), exon 9 [10] (Nakahashi 1993/1) és
exon 10 [19], 20] (Wang 1993, Gouya 1996) delécidjat,
amelyeket az EPP klinikai tiineteiért felel6s genetikai el-
térésnek tartanak. Betegiink az dltalunk észlelt mutdcidra
heterozigoéta, a klinikai tiinetek jelenléte, a csokkent enzi-
maktivitds, valamint az emelkedett vvt porfirin szintek
alatdmasztjak a dominans 6roklddési menetet, ugyanakkor
a beteg sziilei, testvérei és gyermekei klinikailag tiinet-
mentesek. A csalddban tehat valdszini az irodalom szerint
is leggyakoribb domindns 6roklésmenet inkomplett penet-
rancidval. Ennek igazoldsdra a csalddban tovdbbi vizsga-
latok sziikségesek.

A molekularis genetikai ismeretek fejlédésével egyre
tobb €s pontosabb informdcidval rendelkeziink az EPP ge-
netikai hatterérél. A betegség genetikai heterogenitdsa
nemcsak az orokldés menetben, hanem a muticidk hete-
rogenitisiban is megnyilvdnul. A genetikai kutatdsok
eredményei részben az érintett csalddokban az 6roklGédés
menet pontos feltirdsidhoz és ezzel a megalapozott geneti-
kai tanacsadashoz segitenek, részben pedig segitenek par-
huzamot vonni a klinikai kép €s a genetikai eltérés kozott.
Ez a jovében lehetdvé teszi majd a stlyosabb esetek eld-
rejelzését és a betegség génsebészeti kezelését. Sajit vizs-
gédlataink eredménye, egy 4j muticié felismerése is hoz-
zajarul ennek eléréséhez.
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