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Alkaptonuria (AKU) je vzacne, pomaly progredujuce, ireverzibilné, multisystémové ochorenie, ktorého klinické
zvladnutie vyZaduje multidisciplinarny tim Specialistov. AKU je metabolické ochorenie vznikajuce v désledku deficitu
enzymu homogentizat deoxigenazy, ktoré vedie k akumulacii kyseliny homogentizovej, ukladaniu jej pigmentu, ¢o
vedie k poskodeniu spojivovych tkaniv. Désledkom toho dochédza k poskodeniu chrbtice, kibov, vzniku oblikovych
a prostatickych kameriov, fraktiram a osteoporéze, aortalnej stendze, ruptdram Sliach a vdzov. Tieto komplikacie
vyZaduju aktivny pristup Specialistov v oblasti metabolickych poruch, reumatoldgie, fyzioterapie aj dalSich
odbornikov. Tento ¢lanok sumarizuje najnovsie poznatky v oblasti genetiky, klinického obrazu a diagnostiky AKU.
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Alkaptonuria: genotype-phenotype relationship, clinical features and diagnosis

Alkaptonuria (AKU) is a rare, slowly progressive, irreversible, multisystem disorder requiring a multidisciplinary
team of specialists to manage the unique challenges posed. AKU is a metabolic disease due to deficiency of
homogentisate dioxygenase, leading to accumulation of homogentisic acid (HGA), resulting in ochronotic HGA-
pigment formation and resulting damage to connective tissues. The consequences are spine and joint damage,
renal and prostate stones, fractures and osteoporosis, aortic stenosis and ruptures of tendons and ligaments. These
complications require active input from metabolic diseases experts, rheumatologists and physical therapy experts.
The present reviews is aimed at providing current updates on genetics, clinical aspects as well as diagnostics of

AKU.
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Uvod

Alkaptonuria (AKU) (OMIM, No. 203500) je vrodena porucha
metabolizmu fenylalaninu a tyrozinu, pri ktorej dochadza k po-
ruche Stiepenia kyseliny homogentizovej (HGA) v désledku mu-
tacii v géne pre homogentizat-1,2-dioxygenazu (HGD). HGA sa
postupne kumuluje v podobe Zltého alebo tmavého pigmentu
v organizme, €o vedie k poSkodeniu spojivovych tkaniv zname-
ho ako ochronéza. Vyskyt AKU vo svete je priblizne 1 : 250000
az 1 :500000. Na Slovensku je vyskyt tohto ochorenia pribliz-
ne 1: 19000, pricom najvysSia frekvencia je v lokalitach, ktoré
sa vyvijali do 2. svetovej vojny ako genetické izolaty, napr. Ky-
suce, Orava, okolie Trenc¢ina ¢i Horehronie. Z globalneho pohla-
du tak Slovensko predstavuje ,hot spot“ nielen geneticky, ale aj
vyskumny. Od roku 1902, ked' sir Archibald Garrod prvykrat vy-
slovil predpoklad o dedi¢nom zaklade AKU, niekolko generacii
lekarov a vedcov vratane slovenskych vyznamne prispelo k po-
znaniu patogenézy, zlepSeniu diagnostiky, ku klinickému ma-
nazmentu a k vyvoju novej Gcinnej liecby®4. Kulminaciou toh-
to Usilia je schvalenie nitizinbnu na lie€bu dospelych pacientov
s AKU Eurépskou liekovou agenturou z oktdbra 2020.

Vzt'ah genetickych mutacii HGD k fenotypu AKU

V roku 1993 sa podarilo lokalizovat gén kédujuci enzym HGD
na chromozéme 3q13.33, a to aj) vdaka vazbovej analyze v ro-
dinach slovenskych pacientov®®. Kratko nato bola opisana sa-

9/2021

motna Struktira génu s jeho 14 ex6nmi a identifikované prvé
mutécie v rodinach pacientov®. Do dnesnych dni je v celosve-
tovej HGD mutacnej databaze http://hgddatabase.cvtisr.sk, vy-
tvorenej a spravovanej Laboratériom genetiky ¢loveka Biomedi-
cinskeho centra SAV evidovanych az 249 variantov tohto génu,
identifikovanych asi u 720 pacientov z celého sveta®®.

Toto autozomalne recesivne ochorenie je klasickym prikla-
dom vrodenej poruchy metabolizmu a vébec prvym ochorenim,
pri ktorom bol opisany prenos na principoch mendelistickej de-
di¢nosti®. Pacienti st homozygoti alebo zloZeni heterozygoti pre
varianty/mutacie v HGD géne. V sUCasnosti sa na ich identifika-
ciu najCastejSie pouziva priame sekvenovanie vSetkych 14 ex6-
nov tohto génu s kratkymi ¢astami susediacich intrénov. Vo vac-
Sine pripadov su takto identifikované oba varianty spésobujlce
ochorenie, no u niektorych pacientov je zistena len jedna, resp.
ziadna zmena DNA. Na Slovensku bola preto vyvinuta Speci-
fickd analyza Multiplex Ligation-dependent Probe Amplifica-
tion (MLPA), ktora umoznuje identifikaciu rozsiahlejsich delécii
v HGD géne. Touto metédou sa skuto¢ne u niektorych pacien-
tov podarilo identifikovat 4 nové rozsiahlejSie delécie v ram-
ci HGD génu®- Ani tato metodika vSak neidentifikovala zmeny
DNA u vSetkych klinicky potvrdenych AKU pacientov. Predpo-
klada sa u nich pritomnost’ variantov v intronickych sekvenci-
ach, ktoré ovplyviiuji mRNA zostrih. Takéto varianty by bolo
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Obrazok 1. Depozicia ochronotického pigmentu v spojovke
u 37-roéného muza (hore) a v sklére 68-rocnej Zeny (dole) s alkap-
tonuriou. Zdroj: The Robert Gregory National Alkaptonuria Centre,
Liverpool, Spojené kralovstvo.

Obrazok 2. Depozicia ochronotického pigmentu v chrupke usnice
62-roéného muza (vlavo) a 68-ro¢nej Zeny (vlavo) s alkaptontriou.
Zdroj: The Robert Gregory National Alkaptonuria Centre, Liverpo-
ol, Spojené kralovstvo.

mozné identifikovat' len nakladnym celogénovym sekvenova-
nim, ktoré je nateraz nad ramec beznych diagnostickych metéd.

V spektre identifikovanych HGD variantov pri AKU predstavu-
juaz 65 % tie, ktoré vedu k zamene aminokyseliny. Je zname, ze
funkény HGD protein je tvoreny zo 6 monomérov, ktoré su spo-
jené do komplexnej Struktary hexaméru, respektive diméru tri-
mérov. Podla ich efektu na Struktlru proteinu mozno missense
varianty v HGD klasifikovat' na tie, ktoré menia aktivne miesto
enzymu a redukuju aktivitu, na tie, ktoré destabilizuji protomér
a redukuju aktivitu, a na varianty, ktoré brania formovaniu hexa-
méru, ¢im narusuja aktivitu®®. Informacie k efektu doteraz zna-
mych missense variantov na Struktdru enzymu su tiez k dispozi-
cii v HGD mutacnej databaze. Uz v roku 2000 Rodriguez a kol.
pozorovali rozdielnu rezidualnu aktivitu HGD enzymu neslceho
r6zne missense varianty, ¢o bolo nasledne potvrdené aj v naSej
praci®-?®, Predpokladalo sa, Ze tato rozdielna rezidualna ak-
tivita méze byt zodpovedna za rozdiely v zavaznosti prejavov
AKU. NasSa analyza korelacie medzi genotypom a fenotypom
u pacientov s variantom p.(Gly161Arg), pri ktorej je zachované
len 1 % aktivity enzymu, vSak v porovnani so skupinou nestcou
varianty p.(Met368Val) a p.(Alal22Val), ktoré, naopak, mali az
asi 30 % aktivity divokého typu, neukazala rozdiel v koncentra-
cii sérovej HGA. Nemozno vSak vylucit, ze do klinického fenoty-
pu mdzu prispievat aj dalSie genetické faktory alebo biomecha-
nické, napriklad Struktdra spojivovych tkaniv.

Klinicky obraz AKU

Vylu€ovanie HGA v moci byva hlavne v detstve jedinym cho-
robnym priznakom. S opisované hnedocierne Skvrny na plien-
kach, ktoré vedu k patraniu po tejto diagn6ze. Pritomnost HGA
v moci byva u tychto pacientov vo vacsine pripadov pozitivna,
ale ojedinele sa m6zu vyskytnit aj pripady intermitentného vy-
lu€ovania HGA s negativnym nalezom pri jednom vySetreni. Pri
pozitivnej rodinnej anamnéze by sa u tychto malych pacien-
tov malo robit' opakované vysSetrenie na pritomnost HGA alebo
doplnit genetické vySetrenie na zistenie mutacii asociovanych
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s AKU. Iné priznaky okrem tmavsSieho mocCu v detstve sa ne-
vyskytuja, ale napriek tomu sa uz pocas tohto obdobia uklada-
ju usadeniny HGA a jej derivatov do bradytrofickych tkaniv, ¢im
sa postupne sfarbuju do hneda az Cierna. Spociatku ide o re-
lativne benigny proces, postupne sa vSak ukladanim HGA zni-
Zuje mechanicka odolnost tkaniv, ¢o hlavne v pripade chrupiek
vedie k strate ich elasticity, zvySenej krehkosti a lamavosti. D6-
sledkom je vznik tazkych degenerativnych zmien pohybového
aparatu, srdcovych chlopni, poSkodeni obli¢iek a dalSie orga-
nové zmeny®",

Pojem alkaptondria prvykrat pouzil v roku 1859 Boedeker na
opis redukujucej zlu¢eniny v moci pacienta a neskor v roku 1866
zaviedol Virchow termin ochron6za ako oznacenie tmavozlté-
ho aZ hnedocierneho sfarbenia tkaniv®. Vaésinou po 30. roku
Zivota sa u pacientov s AKU objavuje modro-Cierne sfarbenie
sklér (obrazok 1), usi (obrazok 2), modro-hnedé pigmentacie
na kozi, ¢asto sa sfarbenie vyskytuje na rukach, na tvari, oko-
lo oCi a pod pazuchami. Pri histologickom vySetreni sa pigment
nachadzal v intime ciev a makrofagoch, nie v samotnych bun-
kach dermis a cutis. Nechty byvaju modravé, pripadne s hne-
dymi prazkami. HGA sa nachadza v mazovych Zlazach, ale nie
v pote. Ochronoticky pigment sa uklada v sklére a rohovke, mi-
mo ocnej Strbiny. Pigment sa v usnici uklada do subperichond-
ralnej zény. USnica m6ze byt krehka, lomiva, zmeny na usnici
mo&zu byt tuhSie, st nebolestivé, pevne spaté so spodinou. UsSny
maz méze byt tmavohnedy, leskly. Bubienok moze byt tmavsi,
modrasto sfarbeny, mézu byt pritomné kalcifikacie @327,

Ochronotické zmeny v kardiovaskularnom systéme predsta-
vuju tmavohnedé Skvrnité pigmentacie na perikarde, na endo-
karde a intime ciev aj sklerotické zmeny a kalcifikacie na in-
time aorty, endokarde chlopni a chordae tendinae. Koronarne
artérie su sklerotické, bez pigmentacie®™. V pltcach sa ochro-
notické zmeny nachadzaju v bronchialnej chrupke, v okoli
bronchov. Zmeny boli detegované aj v oblickach, ktoré su kld-
¢ovym organom pre eliminaciu HGA glomerulovou filtraciou
a tubularnou sekréciou®. Depozicia pigmentu bola zistena aj
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Obrazok 3. Ochronoticka spondylopatia hrudnej chrbtice 54-ro€nej
Zeny s alkaptonuriou. Zdroj: Narodny ustav reumatickych choréb,
Piestany.

v nadobli¢kach, tyreoidei, semennikoch, nadsemennikoch, me-
nej v slezine a v pankrease. V prostate boli opisané hnedé drob-
né konkrementy. Pigment byva uloZzeny vo forme zrniek, hlav-
ne v okoli ciev®®,

Klinicky najvyznamnejsie je vSak postihnutie kibov vznika-
juce v dosledku depozicii derivatov HGA. Postihnuté s vSet-
ky délezité kibové Struktlry, st pritomné zmeny najma v sub-
chondrélnej vrstve kibu. Dochadza k degenerativnym zmenam
na chrbtici (obrazok 3, 4) a velkych kiboch (bedrové, kolenné
a ramenné kiby). Hlavnym priznakom postihnutia pohybového
aparatu sa stava bolest, niekedy aj opuch postihnutého kibu
a artritida. Predpoklada sa, Ze posSkodenie chrupkovitého tka-
niva pri ochronéze je spdsobené blokadou lymfatickych spla-
vov, dochadza k zmenam pH v miestach novotvorby kosti. Je
mozné aj postupné presakovanie HGA a jej derivatov do dal-
Sich vrstiev chrupky. Dochadza k zmene elasticity chrupky a po-
stupnému tvrdnutiu, k znizeniu poctu proteoglykanov. Chrupka
je sklovita, fragilnejSia, krehkejSia, nedochadza vSak k rozvlak-
neniu povrchovej vrstvy, ako to byva pri osteoartr6ze. Drobné
tlomky zmenenej chrupky sa hromadia v kibovej &trbine, kde
mdbze dochadzat k drazdeniu, hyperémii. Pri postihnuti chrbtice
pacient pocituje stuhnutost' v lumbosakralnej oblasti, postupne
sa zvyrazfuje bolest celej chrbtice, hlavne pri pretrvavani v urci-
tej polohe, na zaciatku pohybu, pri zvySenie namahe, niekedy aj
v noci. TaZkosti sa stupfuju postupne, pomaly. Pri vySetreni na-
chadzame postupné splostenie fyziologickych zakriveni, objavu-
je sarigidita bedrovej a neskor aj hrudnej chrbtice. Pri ochrono-
tickej artropatii byvaju postihnuté aj kiby, najéastejsie kolenné.
V tretine pripadov sa vyskytuje hydrops kolena. Bolest' vznika
postupne, pomaly, hlavne po zatazi, objavuji sa ,Startovacie”
bolesti na zaciatku pohybu. Pri progresii nalezu koleno hrubne,
dochadza k osovej Uchylke, vacsinou valgéznej. Znizi sa rozsah
pri flexii. Ochron6zou byvaju ¢asto postihnuté aj ramenné a bed-
rové kiby. Bolest bedrovych kibov nemusi byt vyrazna napriek
postupujicemu zmengeniu rozsahu pohybu v kibe®25),
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Obrazok 4. Ochronoticka spondylopatia lumbosakralnej chrbtice
54-ro€nej zeny s alkaptonuriou. Zdroj: Narodny ustav reumatic-
kych chorob, Piestany.

Na opis zavaznosti a progresie priznakov AKU sa pouzi-
va skore AKUSSI (Alkaptonuria Severity Score Index), ktoré
zohladfuje pritomnost’ ochronézy oc€i, usi, osteoporézy (T-sko-
re), rychlost pulzovej viny v aorte, bolestivost' kibov, poget ki-
bov postihnutych artropatiou, bolestivost chrbtice, pocet oblasti
chrbtice postihnutych artropatiou, pritomnost’ kyfozy a skolio-
zy (Cobbov uhol). V stcasnosti sa klinicky vyskum zameriava
na dalSi vyvoj modifikacie AKUSSI s cielom presnejSie opisat
rozvoj a progresiu postihnutia jednotlivych organovych systé-
mov®12), V ramci diferencialnej diagnostiky je potrebné mysliet
aj na predchadzajicu lie¢bu minocyklinom®@2,

Specifika ochronotickej artropatie

Ako uz bolo spomenuté, ochronéza ¢asom vedie k rozvoju
ochronotickej artropatie, ktora mdze byt podobna osteoartréze,
ma s fou aj podobny radiograficky obraz a méze sa s nou v diag-
nostike zamenit. Podobnost’ vedie k tomu, Ze ochronoticka ar-
tropatia sa niekedy povazuje za sekundarnu ¢i extrémnu formu
osteoartrézy®. Profil biomarkerov ochronotickej chrupky zodpo-
veda vysSiemu veku ako chrupky od pacientov s osteoartr6zou
alebo kontrol. To naznacuje metabolicky obrat v chrupkach AKU
pacientov, o ma za nasledok prevahu katabolizmu s resorpciou
hibSich vrstiev chrupky a subchondralnej kosti. V chrupke moz-
no pozorovat depoziciu pigmentu a v prilahlej kosti nastava re-
sorpcia kalcia. Poskodenie chrupky nastava hlavne pre jej zvy-
Senu krehkost, na rozdiel od osteoartrézy, kde dochadza k jej
enzymatickej degradacii. Chrupka s obsahom pigmentu je sice
krehkejSia, ale jej pevnost je zvySena oproti normalnej chrupke,
to vedie k prenosu stresu na hilbSie Struktary a ich poskodzova-
niu. Kone¢nym doésledkom je fragmentécia a vtlacenie pigmen-
tovanej chrupky do prilahlej kosti*®,

Z hladiska ¢asového vyvoja ochronotickej artropatie je pocCia-
to€na pigmentéacia spojivovych tkaniv zvy€ajne iba fokalna. Vy-
skytuje sa v jednotlivych chondrocytoch kalcifikovanej chrupky
a v ich okolitom extracelularnom matrixe, chrupka je stuhnuta,
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lame sa a nie je schopna poskytnit potrebnd ochranu trabeku-
larnej kosti pred normalnym mechanickym zatazenim a zaci-
na sa jej agresivna resorpcia. V tejto slvislosti je zaujimavé, ze
ochrondza je pozorovana prave v oblastiach s vysokym mecha-
nickym zataZenim, ako su velké kiby, ale aj aortalne a mitralne
chlopne®. K zmendm v chrupke prispieva prave mechanicka
a biochemicka degradacia proteinov, proteoglykanov a gykoza-
minoglykanov extracelularneho matrixu. Ich deplécia pri AKU
nielen spusta, ale aj urychluje a zosilfiuje degeneraciu v chrup-
ke (hypotéza exponovaného kolagénu)®. Narastajlca koncen-
tracia HGA mdze postupne viest az k strate proteoglykanov
a gykozaminoglykanov. Fragmenty chrupky sa nachadzaju aj
v kostnej dreni, aj v synovialnom tkanive. Ochronéza teda spo-
sobuje bolestivé nigenie velkych kibov a flizie stavcov. Cely pro-
ces sprevadza pretrvavajuci zapal nizkej intenzity a sekundarna
amyloid6za. Otvorenou zostava otazka, ¢i bude mozné uvedené
rozdiely v patogenéze ochronotickej artropatie v porovnani s os-
teoartr6zou vyuzit na regeneraciu chrupky, napr. mezenchymal-
nymi kmenovymi bunkami.

Zobrazovacie metédy v diagnostike AKU

U vacsiny pacientov s AKU sa postupne vyvija ochronoticka
artropatia a spondylopatia, ktord mozno réntgenologicky verifi-
kovat. Vrchol incidencie ochronotickej artropatie je okolo 50 ro-
kov, pomer muzov k zenam 2 : 1. Tmavozlty pigment sa uklada
do chrupiek, spojivového tkaniva a vytvara pigmentacie, kalcifi-
kacie, degeneracie. Ochronoticka spondylopatia s kalcifikacia-
mi medzistavcovych diskov je CastejSia ako periférna artropatia.
Periférna ochronoticka artropatia postihuje najma kolena, rame-
néa a bedrové kiby. Prejavi sa ako artréza postihnutého kibu.
V kolennom kibe sa méZe okrem zGZenia artikularnych trbin,
vyraznej subchondralnej sklerotizacie a osteofytickych apozicii
objavit kalcifikacia meniskov. V bedrovom aj ramennom kibe by-
va vyrazné ztZenie kibovej $trbiny, splostenie aj fragmentacia
hlavice, osteoplasticky lem na hlavici aj okrajoch kibovej jamky.
Drobné kiby rik a néh nebyvaju typicky postihnuté. Z pohladu
ochronotickej spondylopatie je najCastejSie postihnuta lumbal-
na chrbtica, menej hrudna a relativne najmenej krény segment
chrbtice. Uz v tretej dekade Zivota mozno zistit' zGZenie medzis-
tavcovych Strbin, pritomnost’ denznych kalcifikacii v medzistav-
covych priestoroch a €asto aj vakuovych fenoménov. Pribliz-
ne od Stvrtej dekady dochadza u pacientov postupne az k fazii
stavcovych tiel. Pritomna je difizna poréza, na tela stavcov na-
sadaju mensie osteofyty, neskdr az suvislé hyperostotické pre-
mostujuce apozicie. Klinicky dochadza k rozvoju hyperkyfézy
Th chrbtice a skoli6ze vo vSetkych tsekoch chrbtice. V sakroilia-
kalnych kiboch sa u pacientov s AKU vyvinie artréza™?. Spek-
trum zobrazovacich metdd dopifia aj ultrasonografia na dékaz
renalnych a prostatickych konkrementov i echokardiografia srd-
ca s dérazom na funkény stav srdcovych chlopni.

Biochemicka diagnostika AKU

Biochemicka diagnostika AKU je zaloZzena na dbkaze zvy-
Seného vylu¢ovania HGA do mocu. Skriningovou metédou
je stmavnutie moc€u po jeho alkalizacii u pacientov s AKU.
Diagndza je potvrdena vySetrenim odpadu HGA v zbieranom 24
h moci. V minulosti ¢asto pouzivana spektrofotometricka meto-
da bola postupne v praxi nahradena vysokoucinnou kvapalino-
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vou chromatografiou (HPLC) s detekciou v UV/VIS oblasti alebo
v sti¢asnosti Standardne pouzivanou metédou plynovej chro-
matografie s hmotnostnou detekciou (GC-MS) na kvantitativ-
ne stanovenie koncentracie HGA (moc¢, sérum)®19, Alternativu
predstavuje aj metdda kvapalinovej chromatografie v kombina-
cii s hmotnostnou spektrometriou (LC-MS/MS), ktora umoznuje
stcasné stanovenie tyrozinu a fenylaninu®®.
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