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Uroporphyrinogen-Decarboxylase in Erythrocyten
Untersuchungen zum primiéren genetischen Enzymdefekt bei chronischer hepatischer Porphyrie

Von R. v. Tiepermann und M. Doss
Fach Klinische Biochemie im Fachbereich Humanmedizin der Philipps-Universitit, Marburg an der Lahn
(Eingegangen am 16. Mai 1978) .

Herrn Professor Dr. Dr. Ernst Schiitte zum 70. Geburtstag gewidmet

Zusammenfassung: Bei chronischer hepatischer Porphyrie einschlieBlich deren klinischer Phase, der Porphyria
cutanea tarda, ist die Aktivitdt der Uroporphyrinogen-Decarboxylase nicht nur in der Leber, sondern auch in den
Erythrocyten erniedrigt. Die gleichsinnige Aktivititsminderung dieses Enzyms in Leber und Erythrocyten sowohl
bei familidr als auch bei sporadisch vorkommender chronischer hepatischer Porphyrie zeigt an, daf die Uroporphyri-
nogen-Decarboxylasestdrung der primire genetische Defekt bei chronischer hepatischer Porphyrie ist, welcher wahr-
scheinlich autosomal dominant vererbt wird. Aber erst hinzukommende Faktoren wie Leberschaden, Alkohol,
Ostrogene und Neoplasien fiihren zur klinischen Manifestation der Porphyrinstoffwechselstorung. Der Enzymdefekt
bleibt ohne diese zusitzlichen pathogenen Einfliisse kompensiert und hat weder in der Leber noch im Knochenmark
eine Stérung der Him- bzw. Himoglobinsynthese zur Folge.

Uroporphyrinogen decarboxylase in erythrocytes:

Studies on the primary genetic enzyme defect in chronic hepatic porphyria

Summary: In chronic hepatic porphyria, including the clinical phase, porphyria cutanea tarda, the activity of uro-
porphyrinogen decarboxylase is decreased not only in the liver, but also in the erythrocytes. The synonomous
decrease in the enzymic activity in liver and erythrocytes in both familial and sporadic hepatic porphyria shows
that the disturbance of this enzyme is the primary genetic defect of this condition; inheritance of the defect is
probably autosomal and dominant. The clinical manifestation of disturbances of porphyrin metabolism are pre-
cipitated, however, by additional factors, such as liver damage, alcohol, oestrogens and neoplastic growths. In the
absence of these other pathogenic influences, the enzyme defect is compensated and does not result in disturbances
of haem or haemoglobin synthesis, either in the liver or the bone marrow.

Einfihrung

Die charakteristische Akkumulation der Porphyrine im
Lebergewebe und das gleichermafien charakteristische
Befundprofil der im Urin ausgeschiedenen Porphyrine bei
den chronischen hepatischen Porphyrien wiesen darauf
hin, da} der primire Defekt dieser Stoffwechselerkran-
kung die hepatische Uroporphyrinogen-Décarboxylase
(EC 4.1.1.37) betrifft (1, 2). Da weniger als 10% der
Patienten mit chronischen Leberschiden, insbesondere
mit chronischér Hepatitis und Lebercirrhose, eine chro-
nische hepatische Porphyrie einschlieflich derén Mani-
festationsform, der Porphyria cutanea tarda, entwickeln,
wurde eine genetische Disposition fiir die biochemische
und klinische Pathogenese der chronischen hepatischen
Porphyrie vermutet (3). Untersuchungen der Decarboxy-
lierung des Uroporphyrinogens im Leberhomogenat von
perkutan gewonnenen Leberbiopsien ergaben, dafl in

latenten und klinischen Phasen der chronischen hepati-
schen Porphyrien (4) die Aktivitit der Uroporphyrinogen-
Decarboxylase vermindert ist (5). Auf diesen als die
primire enzymatische Storung betrachteten Defekt bei
chronischen hepatischen Porphyrien ist die Akkumula-
tion von Uro- und Heptacarboxyporphyrin in der Leber
zuriickzufiihren (1—5); es sind speziell diese Porphyrine,
die bei den chronischen hepatischen Porphyrien in gro-
Ber Ménge im Urin ausgeschieden werden und anhand
ihrer charakteristischen Konstellation die Diagnostik

der chronischen hepatischen Porphyrinopathien erlau-
ben (1—4).

Wenn der chronischen hepatischen Porphyrie eine heredi-
tare Transmission zugrundeliegt, dann miite der pri-
mire Enzymdefekt nicht nur in der Leber, sondern

auch — wie bei der akuten intermittierenden Porphyrie —
in anderen Zellen nachweisbar sein. Unabhingig vonein-
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ander haben Kushner et al. (6) und unsere Arbeitsgruppe
den Uroporphyrinogen-Decarboxylase-Defekt auch in
den Erythrocyten nachweisen konnen (7). Der Befund
einer verminderten Uroporphyrinogen-Decarboxylase-
Aktivitit in den Erythrocyten bei Porphyria cutanea
tarda-Patienten blieb nicht unwidersprochen (8). Sehr
wahrscheinlich sind diese Divergenzen methodisch be-
dingt. Wir konnten sowohl in Biosynthesestudien der
gesamten Porphyrinogen- und Himsynthesekette, die
bis zum Koproporphyrin beide Isomerenreihen inte-
grierte (9), als auch mit einer neu entwickelten Enzym-
bestimmung, die im folgenden beschrieben wird, eine
Verminderung der Uroporphyrinogen-Decarboxylase-
Aktivitit sowohl bei sogenannten ,sporadischen‘ Por-
phyria cutanea tarda-Patienten als auch bei familidrem
Vorkommen von chronischer hepatischer Porphyrie
einschlieflich der Porphyria cutanea tarda feststellen
(10,11).

Untersuchungsgut und Methodik

Zur Untersuchung der Uroporphyrinogen-Decarboxylase-Aktivi-
tit wurden die Erythrocyten aus heparinisierten Blutproben
verwendet. Die Probenvorbereitung erfolgte analog derjenigen
zur Bestimmung der Uroporphyrinogen-Synthase-Aktivitit in
Erythrocyten (12). Die Erythrocyten wurden durch dreimaliges
wechselweises Einfrieren bei minus 30 °C und Auftauen (bei
Raumtemperatur) himolysiert.

Prinzip der Uroporphyrinogen-Decarboxylase-
Bestimmung

Das methodische Prinzip geht auf die Untersuchungen der
Uroporphyrinogen-Decarboxylase (in der M4usemilz) von
Romeo & Levin zuriick (13). Es wird die Decarboxylierung von
Uroporphyrinogen I zu Koproporphyrinogen gemessen. Uro-
porphyrinogen I wird im Himolysat (also endogen) aus zuge-
setztem Phorphobilinogen synthetisiert. Demzufolge sind zwei
Inkubationen des Exrythrocyten-Himolysats erforderlich:

1. Synthese des Substrates Uroporphyrinogen I und

2. Decarboxylierung von Uroporphyrinogen I zu Koproporphy-
rinogen I, das in seiner oxidierten Form nach diinnschichtchro-
matographischer Isolierung spektrophotometrisch gemessen
wird.

Durchfihrung der Bestimmung
Synthese von Uroporphyrinogen I

Das im Verhiltnis 1:5 mit Phosphatpuffer (133 mmol/l, pH 7,65)
verdiinnte Erythrocyten-Himolysat wurde bei 65 °C 15 Minu-
ten erhitzt (Inaktivierung der Uroporphyrinogen-Cosynthase

und -Decarboxylase). Nach Abkiihlen im Eisbad wurde Glu-
tathion in einer Endkonzentration von 2 mmol/l und Porpho-
bilinogen, gelost in Tris-Puffer (50 mmol/}, pH 7,4), in einer
Endkonzentration von 50 umol/I hinzugefigt. Die Synthese

von Uroporphyrinogen I erfolgte bei 45 °C iiber 60 min unter
AusschluB von Licht.

Messung der Uroporphyrinogen-Decarboxylase-Aktivitit

Der Uroporphyrinogen I enthaltenden Probe wurde mit 4 Vol.
140 mmol/l KH,PO4-Lésung verdiinntes Erythrocy ten-Hi-
molysat hinzugesetzt. Damit wurde der pH auf 6,8 erniedrigt
(13). Der Ansatz wurde bei 37 °C 60 min inkubiert, danach so-
fort bei - 40 °C eingefroren und lyophilisiert.

Das synthetisierte Koproporphyiinl wurde nach den in dieser
Zeitschrift bereits beschricbenen Methoden bestimmt (14).

Als MaB fiir die Aktivitit der Uroporphyrinogen-Deéarboxylase
wurde definiert:'U = umol/h - 1 Erythrocyten gebildetes Ko-
proporphyrin.

Ergebnisse und Diskussion

Methodische Aspekte

Der kritische Schritt zur Uroporphyrinogen-Decarboxy-
lase-Aktivititsbestimmung betrifft die Herstellung des
Substrats. Das Substrat Uroporphyrinogen wird aus
exogenem Porphobilinogen im Erythrocytenhimolysat
synthetisiert. Somit resultiert die Bestimmung der
Uroporphyrinogen-Decarboxylase aus zwei Reaktionen:
Synthese des Substrates fiir die Uropotphyrinogen-
Decarboxylase und Synthese des Produktes der Uro-
porphyrinogen-Decarboxylase.

Sowohl Romeo & Levin (13) als auch Kushner et al.

(6) konnten zeigen, daf die Decarboxylierung des
Uroporphyrinogens in den beiden Isomerenreihen I

und III sowohl in den Erythrocyten vom Ménschen

als auch in der Milz von Miusen gleichsinnig verlduft.
Insofern besteht zwischen der enzymatischen De-
carboxylierung von Uroporphyrinogen I und III kein
Unterschied. Wenn man in einem methodischen An-
satz von aus exogenem Porphobilinogen endogen gene-
riertem Uroporphyrinogen ausgeht, muf3 man in der
Synthesesequenz der Isomerenreilie I arbeitén, um
Interferenzen der Folgeenzyme der Uroporphyrinogen-
Synthase im eigentlichen Enzymschritt, ndmlich der
Bestimmung der Uroporphyrinogen-Decarboxylase, aus-
zuschlieffen. Zudem hat die Verwendung von Uropor-
phyrinogen I den Vorteil, daf} dieser Synthesezweig auf
der Stufe des Koproporphyrinogen I bereits physiologi-
scherweise endet, so daf} a priori eine weitere enzymati-
sche Utilisation des synthetisierten Koproporphyrinogens
ausgeschlossen ist. Der Vorteil der hier beschriebenen
Methode geht zum ersten Mal von einer Uroporphyrino-
gensynthese im Erythrocytenhimolysat des Menschen
aus, wihrend die friiher beschriebenen Methoden Uro-
porphyrinogen I mit Hilfe einer aus Midusemilz isolierten
Uroporphyrinogen-Synthase herstellten. Das vorliegende
Verfahren macht sich die sog. Hitzestabilitit* der Uro-
porphyrinogen-Synthase zunutze und erlaubt somit

eine Doppelinkubation mit Erythrocytenhimolysat
derselben Herkunft ohne vorausgegangene Enzymisolie-
rung.

Kinetische Studien zum Einflu der Vorinkubation auf
die Hauptinkubation ergaben, daf} eine maximale
Synthese des Gesamtkoproporphyrins (Isomer I und
IIT) nach ca. 30 min exfolgte (Abb. 1a), wobei der rela-
tive Anteil des Koproporphyrins I innerhalb des Ge-
samtkoproporphyrins mit der Inkubationsdauer zu-
nimmt: sein Anteil erreicht nach einer Stunde der Vor-
inkubation 90%(Abb. 1b). Der Restanteil von Ko-
proporphyrin:Isomer III ist auf eine Synthese von Ko-
proporphyrinogen I in der Hauptinkubation mit in der
Vorinkubation nicht verbrauchtem Porphobilinogen
zurjickZufithren. Das in der Vorinkubation zur Synthese
von Uroporphyrinogen 1 zugesetzte Porphobilinogen
wird zu iiber 90% in 60 Minuten verbraucht (Abb. 2).
Der Rest wird zwar von dem in der Hauptinkubation

’ .
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Abb. 1. Kinetische Untersuchungen zur Uroporphyrinogen-
e Decarboxylase-Bestimmung in Erythrocyten.

Ny a) Abhingigkeit der Aktivitidt der Uroporphyrinogen-
' Decarboxylase (umol/h - 1 Erythrocyten gebildetes
| Koproporphyrin) von der Dauer der Vorinkubation
| ' (1 bis 4 h): Ermittlung der Bedingungen zur optima-
| len Substratsynthese.
b)Isomerenverteilung des zum Koproporphyrinogen

decarboxylierten Uroporphyrinogen.
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Abb. 2. Porphobilinogen-Verbrauch wihrend der Vorinkubation
zur Uroporphyrinogensynthese.

mit neuem Erythrocytenhimolysat intakten Enzym-
system zu Porphyrinogenen einschlieflich des Ko-
proporphyrinogens III uingesetzt (Abb. 1b), stort je-
doch die Aussage des Enzym-Assays nicht, wenn man
den Inkubationszeitraum von einer Stunde in der Haupt-
inkubation nicht iiberschreéitet. Kinetische Uritersuchun-
gen dér Synthese von Uroporphyrinogen I in der Vor-
inkubation zeigen einen nahezu linearen Anstieg der
Syntheserate von Uroporphyrinogen I infierhalb der
ersten Stundé (Abb. 3).

Dem Ansatz zur Vorinkubation wird reduziertes
Glutathion zugesetzt, um das frisch synthetisierte und
leicht oxidable Uroporphyrinogen I vor irreversibler
Oxidation zu schiitzen und fiir die Uroporphyrinogen-

3 DPecarboxylase-Reaktion in der Hauptinkubation verfiig-
i bar zu halten. Die Konzentration des synthetisierten

i J. Clin. Cliem. Clin. Biochem. / Vol. 16, 1978 / No. 9

50}

Uroporphyrin (umol/h-| Erythrocyten)

1

2
tih)

Abb. 3. Synthese von Uroporphyrinogen (Substrat der Uro-
porphyrinogen-Decarboxylase), bestimmt als Uro-
porphyrin spek trophotometrisch (erster Ink ubations-
schritt).

Koproporphyrinogens zeigt unter den fiir die Haupt-
inkubation gewihlten Bedingungen einen linearen Ver-
lauf (Abb. 4). Zwar steigt die Synthese bis zu zwei
Stunden weiterhin an, stagniert jedoch danach, da das
aus der Vorinkubation gewonnene Substrat verbraucht
ist. Die Substratsittigung des Enzyms ist nach einer
Stunde unter den gewihlten Voraussetzungen nicht

mehr gegeben.

Die Prizision der Uroporphyrinogen-Decarboxylase-
Bestimmung liegt in der Serie bei 4% und in der Ana-
lytik von Tag zu Tag bei 9% (n = 10). Das Enzym ist bis
Zu etwa drei Tagen bei Raumtemperatur stabil, so

dafB eine Versendung der Blutproben in ein Spezial-
laboratorium méglich ist. Die dann bei ca. minus 25 °C
eingefrorenen Erythrocyten-Proben weisen eine gleich-
bleibende Enzymaktivitit iiber mindestens einen Mo-

nat auf.
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Abb. 4. Synthese von Koproporphyrinogen (Produkt der Uro-
porphyrinogen-Decarboxylase-Reak tion: zweiter Inku-
bationsschritt), bestimmt als Koproporphyrin spektro-
photometrisch.
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Diagnostische Aspekte

Bereits in den frilheren Arbeiten unseres Arbeitskreises
iiber die biochemische Pathogenese der chronischen
hepatischen Porphyrie wurde anhand sowohl von Meta-
bolitstudien in Leber und Urin als auch von Bio-
synthesestudien im Leberbiopsiegewebe postuliert, dal
der chronischen hepatischen Porphyrie ein Uropor-
phyrinogen-Decarboxylase-Defekt zugrunde liegen muf,
der jedoch erst im Verlaufe des Lebens manifest wird,
wenn zusitzliche exogene Faktoren die Stérung aus

der genetischen in die latente und letztlich in die klini-
sche Phase transformieren (1—5). Diese Faktoren sind
Leberschaden, Alkohol und Ostrogene (1, 3, 15). Un-
tersuchungen an Leberhomogenaten von Patienten

mit chronischer hepatischer Porphyrie (5) und sowohl
die fritheren (7, 9) als auch die jetzigen Untersuchungen
zur Uroporphyrinogen-Decarboxylase in Erythrocyten
zeigen eindeutig, da® die Aktivitdtsminderung des
Enzyms als primirer Defekt bei den chronischen hepa-
tischen Porphyrien betrachtet werden muft. Familien-
untersuchungen lassen den Schluf} zu, daf} der Defekt
wahrscheinlich in einer autosomal dominanten Weise
vererbt wird (6, 16). Desweiteren lassen Familienunter-
suchungen, welche zum Teil drei und vier Generationen
umfassen, erkennen, da® der Defekt nicht nur bei Er-
wachsenen, sondern auch bei Kindern gefunden werden
kann, ohne daf} wesentliche Normabweichungen der
Porphyrinausscheidung simultan schon bestehen. Wahr-
scheinlich darf davon ausgegangen werden, daff die mei-
sten der bisher diagnostizierten ,sporadischen‘ Porphyria
cutanea tarda-Fille auch genetisch pridisponiert sind.
Das in den vergangenen Jahren hiufigere Auftreten von
Porphyria cutanea tarda bei jungen Frauen, die orale
Kontrazeptiva einnehmen, unterstiitzt die Auffassung,
daf der genetisch angelegte Enzymdefekt der Uropor-
phyrinogen-Decarboxylase erst durch exogene Fakto-
ren klinisch wirksam wird (15). Die Porphyria cutanea
tarda galt lange Zeit als eine iiberwiegend bei Mannern
im Alter von iiber 40 Jahren vorkommende Erkrankung;
neuere Beobachtungen widersprechen dieser Auffassung.

Die Aktivitit der Uroporphyrinogen-Decarboxylase ist
gegeniiber einer Kontrollgruppe signifikant erniedrigt
(Tab. 1): Im Mittel liegt die Aktivitit der Uroporphyrino-
gen-Decarboxylase in den Erythrocyten von Patienten
mit chronischer hepatischer Porphyrie bei 57 % im Ver-
gleich zum Normalkollektiv. Bei fiinf Patienten mit
Porphyria cutanea tarda lag die Aktivitit der erythrocy-
taren Uroporphyrinogen-Decarboxylase im Normalbe-
reich. Analoge Befunde wurden im Hinblick auf die
Aktivitit der Uroporphyrinogen-Synthase auch bei aku-
ter intermittierender Porphyrie erhoben (12). Fiir diese
Befunde haben wir noch keine Erklirung. Generell

darf davon ausgegangen werden, daf der Enzymdefekt
in den Erythrocyten sowohl bei akuter intermittieren-
der Porphyrie als auch bei chronischer hepatischer
Porphyrie keine Storung der Himsynthese zur Folge
hat, lediglich einen ,genetischen Marker darstellt und

Tab. 1. Aktivitét der Uroporphyrinogen-Decarboxylase in
Erythrocyten von Patienten mit chronischer hepatischer
Porphyrie (CHP) und Personen ohne Porphyrinstoff-

wechselstérung. .

Uroporphyrin-
Decarboxylase
(umol/h - 1
Erythrocyten
gebildetes
Koproporphyrin)

CHP-Familien n= 27) 119235 (X+ts)

CHP-Patienten ,sporadisch‘ (n= 32) 10,7+3,1 (X=zs)

Summe CHP (= 59) 11,2+33 (X%5s)

Kontrollen (n=120) 19,6 +3,1 (X=z=5s)

XCHP/XKontrollen =0,57

Signifikanz

p<0,001

die fiir die Porphyrie ausschlaggebende Stoffwechsel-
situation der Porphyrinogen- und Himsynthese in der
Leber nicht reflektiert. Die Frage, ob réin exogen in-
duzierte chronische hepatische Porphyrien, z. B. durch
Hexachlorbenzol oder andere polychlortierte oder
polybromierte aromatische Kohlenwasserstoffe, auch
eine Stérung der Uroporphyrinogen-Decarboxylase in
den Erythrocyten ausldsen kénnen — in der Leber ist
dieser toxische Defekt mehrfach experimentell belegt
worden (17, 18) —, ist gegenwirtig eine noch offene
Frage. Ein Uroporphyrinogen-Decarboxylase-Defekt
nach Hexachlorbenzol-Intoxikation der Ratte konnte

in der Milz bislang nicht eindeutig bewiesen werden
(19). Vorlidufige experimentelle Untersuchungen an
alkoholbelasteten Ratten schliefien eine Wirkung des
Alkohols auch auf die erythrocytire Uroporphyrinogen-
Decarboxylase nicht aus (20). Die potenzierende Wir-
kung von Alkohol bei der biochemischen und klinischen

- Manifestation der chronischen hepatischen Porphyrie

des Menschen ist durch eine Vielzahl klinisch-biochemi-
scher Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen be-
wiesen (21): chronischer Alkoholkonsum sowie Alkohol-
exzess filhren zu einer unmittelbaren Steigerung der Uro-
und Heptacarboxyporphyrinausscheidung im Urin,
wiihrend Alkoholkarenz eine det wesentlichsten Vor-
aussetzungen zur Therapie und Privention der Porphyria
cutanea tarda ist. Insofern muB fiir den Alkoholeffekt
bei chronischer hepatischer Porphyrie eine Wirkung

auf die Uroporphyrinogen-Decarboxylase postuliert
werden, wobei im Augenblick noch offen bleibt, ob es
sich hierbei ausschliefllich um éine Wirkung auf eine
genetisch vorgeschidigte Uroporphyrinogen-De-
carboxylase handelt oder ob unter Alkoholabusus auch
eine genetisch nicht-alterierte Uroporphyrinogen-
Decarboxylase so weit chronisch géstort werden kann,
daB sich daraus eine chronische hepatische Porphyrie

zu entwickeln vermag (21). Diese Frage bedarf im Zu-
sammenhang mit denjenigen Porphyria cutanea tarda-
Fillen, die keine Verminderung der Uroporphyrinogen-
Decarboxylase-Aktivitit in den Erythrocyten aufwie-
sen, noch einer Klirung. ‘

Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft durchgefiilirt (Do 134/9).

s,
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