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Genetic background of alkaptonuria, a prototypic inborn error
of metabolism affecting connective tissues
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Summary

Alkaptonuria (AKU) is characterised by a typical bluish-black pig-
mentation in connective tissue (ochronosis) that usually occurs
after the age of 30 years. AKU is the first inborn error of metabo-
lism to be understood as a recessive trait. It is caused by mutations
within the gene located on the human chromosome 3q13.33, co-
ding for the enzyme homogentisate 1,2-dioxygenase (HGD). About
650 AKU patients have been reported worldwide, and mutation
analysis performed so far in about 270 cases shows a rather high
heterogeneity, since 117 AKU-causing mutations have been found,
also summarized in a novel HGD mutation database. Seve-
ral ethnicities have been reported in which an increased inciden-
ce of AKU is observed, compared to its worldwide low prevalence
(1:250000—-1:1000 000).

Alkaptonuria - history

Alkaptonuria (AKU) [MIM 203500] is an autosomal
recessive disorder characterized by homogentisic aciduria,
ochronosis and ochronotic arthritis. Sir Archibald Edward
Garrod linked ochronosis with the accumulation of alka-
ptans as early as in 1902 [1] and his views on its mode of
inheritance were summarized in a Croonian lecture at the
Royal College of Physicians [2]. Only after 50 years was
the enzymatic defect defined as homogentisate 1.2
dioxygenase (HGD) [E.C.1.13.11.5] deficiency [3].

Streszczenie

Alkaptonuria (AKU) charakteryzuje sie typowym niebieskawo-
czarnym zabarwieniem tkanki tgcznej (ochronoza), ktéra zwykle
pojawia sie po ukonczeniu 30. roku zycia. Alkaptonuria jest pier-
wszym wrodzonym btedem metabolizmu, w przypadku ktérego
zidentyfikowano recesywna droge przenoszenia i ktéry jest
spowodowany przez mutacje w genie zlokalizowanym na ludzkim
chromosomie 3q13.33, kodujacym enzym 1,2-dioksygenaze
homogentyzynianowa (HGD). Na catym 3Swiecie zidentyfikowano
ok. 650 pacjentéw z AKU, a przeprowadzona dotychczas analiza
mutacji u ok. 270 oséb wykazata dos¢ wysoka heterogennosé,
stwierdzone 117 mutacji sprawczych w AKU znalazto sie takze
w nowej bazie mutacji HGD. W kilku grupach etnicznych zgtaszano
zwiekszong czestos¢ wystepowania AKU w poréwnaniu z nie-
wielka czestoscia wystepowania tej choroby na Swiecie (1 : 250 000
—1:1000 000).

Alkaptonuria - historia

Alkaptonuria (AKU) [MIM 203500] jest schorzeniem
0 dziedziczeniu autosomalnym recesywnym, ktére cha-
rakteryzuje sie kwasicg homogentyzynianowa, ochronozg
i ochronotycznym zapaleniem stawéw. Sir Archibald Edward
Garrod powigzat ochronoze z gromadzeniem alkaptanéw
juz w1902 r.[1], a jego opinie na temat sposobu dziedziczenia
zostaty przedstawione podczas prestizowych wyktadow
w Krélewskim Kolegium Lekarskim (Royal College of Phy-
sicians) [2]. Piecdziesiat lat poZniej okreslono defekt enzy-
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Another 35 years later, several groups worked on map-
ping the HGD gene in various organisms. Pollak et al. [4]
mapped the human AKU gene to chromosome 3q21-q23
using homozygosity mapping in two highly inbred AKU fam-
ilies and also Janocha et al. [5] in 1994 mapped it to the
same region in six pedigrees of Slovak origin, using the syn-
teny between murine and human chromosomes.

The human HGD gene spans 54,363 bp of genomic
sequence. Its 17,715 bp long HGD transcript is split into 14
exons and codes for the HGD protein composed of 445
amino acids that is expressed in liver, kidney, small intes-
tine, colon and the prostate [6-8]. Recently, Laschi et al.
[9] showed HGD gene expression in chondrocytes, syn-
oviocytes and osteoblasts. This finding indicates that AKU
osteoarticular cells produce the ochronotic pigment in loco
and this may strongly contribute to induction of ochronot-
ic arthropathy.

HGD mutations and their effect
on enzyme function

The genetic basis of the disease was definitely eluci-
dated when the first human HGD mutations were demon-
strated in Spanish AKU families: missense mutations P230S
in exon 10, and V300G affecting exon 12 [6]. For P230S, the
authors also provided biochemical evidence that it is a loss
of function mutation [6]. Mutation screening within the HGD
gene has been performed in several countries and so far 117
mutations and 33 HGD polymorphisms have been encoun-
tered [10]. These include all mutations published so far in
a new online HGD mutation database (http://hgddata-
base.cvtisr.sk/) [10], as well as 2 novel mutations identi-
fied recently in our laboratory. One is a missense mutation
within exon 9 identified in a Brazilian AKU patient, while
another is an intron 2 splicing mutation found in patients
from the gypsy community Narikurava in India.

The HGD mutation database is open for future sub-
missions and at present it contains 327 patients, collect-
ed from the literature, from the original AKU database from
Madrid (http://www.alkaptonuria.cib.csic.es), and also
those analyzed in our laboratory. The database homepage
also provides a section for browsing data using a simple
search by type of variant and exon number, or a search
based on the patient’s origin. Furthermore, links to the web-
sites of different national AKU societies are provided as well
as to the find AKUre project, a joint collaborative research
project of the AKU Society and the University of Liverpool.

Several mutational hot-spots have been described for
the HGD gene, such as the “CCC” sequence motif and its
inverted complement, “GGG” [11], ¢.342+1G [12] and CpG
dinucleotides. Forty out of 117 (34.2%) HGD variants iden-
tified so far affect these sequences [10].
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matyczny, definiowany jako niedobér 1,2-dioksygenazy
homogentyzynianowej (HGD) [E.C.1.13.11.5] [3].

Po uptywie kolejnych 35 lat kilka grup pracowato nad zma-
powaniem genu HGD u réznych organizméw. Pollak i wsp.
[4] zmapowali ludzki gen AKU na chromosomie 3g21-q23,
wykorzystujac mapowanie homozygotycznosci w dwaéch
wysoce endogamicznych rodzinach obciazonych AKU; tak-
Zze Janocha i wsp. [5] w 1994 r. zmapowali ten gen w tym
samym regionie na podstawie 6 rodowodéw rodzin pocho-
dzacych ze Stowacji, wykorzystujac syntonie chromosomaéw
mysich i ludzkich.

Ludzki gen HGD obejmuje sekwencje genomowa licza-
3 54,363 bp (par zasad), jego liczacy 17.715 bp transkrypt jest
podzielony na 14 eksondw i koduje biatko HGD ztozone z 445
aminokwaséw, ktére ulega ekspresji w watrobie, nerkach,
jelicie cienkim, jelicie grubym i gruczole krokowym [6-8]. Ostat-
nio Laschi i wsp. [9] wykazali ekspresje genu HGD w chon-
drocytach, synowiocytach i osteoblastach. Obserwacja ta wska-
zuje, ze komorki kosci i stawdw w AKU produkuja barwnik
ochronotyczny in loco, co moze w zasadniczy sposéb przy-
czyniac sie do indukgji artropatii ochronotycznej.

Mutacje HGD i ich wptyw na funkcje
enzymu

Genetyczna podstawa choroby zostata ostatecznie usta-
lona, gdy pierwsze mutacje HGD stwierdzono w hiszpanskich
rodzinach z AKU: mutacje typu zmiany sensu (missense) P230S
w eksonie 10 oraz V300G w eksonie 12 [6]. W przypadku muta-
cji P230S autorzy przedstawili takze biochemiczne dowody,
Ze jest to mutacja powodujaca utrate funkgji biatka (loss of
function mutation) [6]. Przesiewowe badanie genu HGD pro-
wadzono w kilku krajach i do tej pory zidentyfikowano 117
mutacji i 33 polimorfizmy genu HGD [10]. Liczba ta obejmu-
je wszystkie mutacje opublikowane do tej pory w nowej inter-
netowej bazie mutacji HGD (http://hgddatabase.cvtisr.sk/)
[10], jak réwniez 2 nowe mutacje zidentyfikowane ostatnio
w laboratorium autoréw niniejszej pracy. Jedna z nich to muta-
cja typu zmiany sensu w eksonie 9, stwierdzona u pacjen-
taz AKU z Brazylii, a druga to mutacja w intronie 2, wptywajaca
na réznicowe sktadanie eksondw, stwierdzona u pacjentow
ze spotecznosci cyganskiej Narikurava, pochodzacej z Indii.

Baza mutacji HGD jest otwarta na kolejne zgtoszenia
i obecnie obejmuje 327 pacjentdéw, ktdrych dane pochodza
z literatury, z oryginalnej bazy mutacji AKU w Madrycie
(http://www.alkaptonuria.cib.csic.es), a takze z naszej ana-
lizy. Strona z bazg danych zawiera takze sekcje z wyszuki-
warka danych, ktéra pozwala wyszukiwaé mutacje wedtug
rodzaju wariantu, numeru eksonu i pochodzenia pacjenta.
Co wiecej, podano na niej linki do stron internetowych réz-
nych narodowych towarzystw AKU oraz projektu findAKU-
re, ktory jest wspélnym projektem badawczym Towarzystwa
AKU i Uniwersytetu w Liverpoolu.
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Alkaptonuria causing mutations are distributed through-
out the entire HGD gene with some prevalence in exons
6, 8,10, and 13. Missense mutations are the most numer-
ous (78/117, 66.7%), followed by splicing (15/117, 12.8%),
and frameshift (14/117, 12%), and finally nonsense muta-
tions (7/117, 6%) (Fig. 1).

In year 2000 the crystal structure of HGD enzyme was
established, which enabled studies of the pathogenic effect
of the AKU mutations [13]. It has been shown that the active
form of this enzyme is organized as a hexameric protein,
a dimer of two disc-like trimers and that the active site is
formed by the C-terminal domain and the trimer interface.
Many non-covalent bonds between amino acid residues
are required to maintain the spatial structure of the
monomer, of the trimer and finally of the hexamer, thus
also for the activity of the HGD enzyme. Rodriguez et al.
[14] studied the impact of several mutations on the
enzyme’s function and showed that most of the mutants
showed a complete lack or very low levels of enzyme activ-
ity, while five mutations led to a specific activity in about
22-37% of the wild type (E42A, Y62C, A122D, D153G, and
M368V).

Mutations identified in HGD have been grouped
according to predicted structural consequences as sum-
marized in Table | according to results of Rodriguez et al.
and Grasko et al. [14, 15].

DNA diagnostics and validation of novel
alkaptonuria variants

DNA diagnosis of AKU is confirmed when on both alle-
les the HGD mutation is identified. Analysis is usually per-

0.9% 1.7%

12.0%

6.0%

W genie HGD opisano kilka tzw. gorgcych miejsc muta-
qji (hot-spot), np. motyw sekwencyjny “CCC” i odwrécong
sekwencje komplementarng, “GGG” [11], ¢.342+1G [12] oraz
dinukleotydy CpG. Czterdziesci ze 117 (34.2%) zidentyfiko-
wanych dotychczas wariantéw HGD dotyczy tych wtasnie
sekwencji [10].

Mutacje powodujace AKU s3 zlokalizowane na catej dtu-
gosci genu HGD, nieco czesciej dotycza eksonodw 6, 8,101 13.
Najczestsze sg mutacje typu zmiany sensu (78/117, 66,7%),
nastepnie wptywajace na réznicowe sktadanie eksondw
(15/117,12,8%), z przesunieciem ramki odczytu (14/117, 12%)
i na koniec mutacje nonsensowne (7/117, 6%) (ryc. 1).

W 2000 r. poznano krystaliczng strukture enzymu
HGD, co umozliwito badania efektu patogennego mutacji
AKU [13]. Wykazano, ze aktywna forma tego enzymu jest
zorganizowana jako biatko heksameryczne, dimer dwéch
podobnych do dysku trimeréw, i ze miejsce aktywne two-
rzy domena C-kofcowa i interfejs trimeru. Aby utrzymac prze-
strzenna strukture monomeru, trimeru, a na koniec heksa-
meru, i co za tym idzie aktywnos¢ enzymatyczng HGD,
koniecznych jest wiele wigzan niekowalencyjnych pomie-
dzy resztami aminokwaséw. Rodriguez i wsp. [14] badali
wptyw kilku mutacji na funkcje enzymu i wykazali, ze wiek-
sz05¢ mutantéw charakteryzuje sie bardzo niskim poziomem
aktywnosci enzymatycznej lub jest jej catkowicie pozbawiona,
podczas gdy 5 mutacji prowadzito do specyficznej aktyw-
nosci, rownej ok. 22-37% aktywnosci dzikiego biatka
(E42A, Y62C, A122D, D153G i M368V).

Mutacje zidentyfikowane w HGD pogrupowano wedtug
przewidywanego wptywu na strukture biatka, co przed-
stawiono w tabeli I, w ktérej uwzgledniono wyniki prac
Rodrigueza i wsp. oraz Grasko i wsp. [14, 15].

W missense / mutacja zmiany sensu
[ nonsense / mutacja nonsensowna
O frameshit / ramki odczytu

W splicing / tgczenie

W expansion / rozwoéj

O deletion / delecja; usuniecie

Fig. 1. Proportion of individual mutation types within HGD gene in AKU.
Ryc. 1. Odsetek poszczegdlnych typéw mutacji w genie HGD w AKU.

Reumatologia 2012; 50/4
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Table I. Some HGD mutations divided according to the predicted structural effect as identified by Rodriguez

et al. and Grasko et al. [14, 15]

Tabela I. Niektére mutacje HGD podzielone wedtug przewidywanego efektu strukturalnego, zidentyfikowane
przez Rodrigueza i wsp. oraz Grasko i wsp. [14, 15]

Predicted structural effect /
Przewidywany efekt strukturalny

More details / Szczegoty

Human HGD mutations /
Mutacje HGD u cztowieka

directly affecting active site residues /
bezposredni wptyw na reszty miejsca
aktywnego

disrupting cofactor binding /
zaburza wigzanie kofaktora

H371R, H292R

indirectly affecting the active site /
posredni wptyw na reszty miejsca
aktywnego

disturbing the active site conformation /
zaburza konformacje miejsca aktywnego

R330S, W97G

interfering with the folding of the
HGD subunit / interferuje z fatdowaniem
podjednostki HGD

disrupting the intra-subunit hydrophobic
structure / zaburza strukture hydrofobowq

wewngtrz podjednostki

W97G, V300G, V181F, F2275,
P230S, P230T

disrupting electrostatic interactions /
zaburza interakcje elektrostatyczne

D153G, K248R

removing a polar amino acid from an
important position / usuwa polarny
aminokwas z waznej pozycji

51891

introduction of unfavourable steric contacts /
wprowadza niekorzystne kontakty przestrzenne

G161R, G270R, G360R

affecting intersubunit interactions /
wptywa na interakcje miedzy podjednostkami

within the trimer / wewngtrz trimeru

E42A, E168K, L25P, W60G,
Y62C, A122D, M368V

between trimers / pomiedzy trimerami

R225H, 1216T, R53W, W322R|
D294N

C-terminal truncating mutations /
mutacje skracajgce koniec karboksylowy
(C-koniec) biatka

their loss leads to the loss of the interaction
and to general structural defects, since C-terminal

residues between Leu430 and Asn440

away from the HGD subunit to contact the adjacent
three-fold related subunit / utrata zaburza
interakcje i zasadniczo prowadzi do defektow
strukturalnych, gdyz reszty na koncu karbo-
ksylowym biatka w pozycjach Leu430-Asn440
wystajg z podjednostki HGD, aby kontaktowaé

sie z sgsiadujgcq podjednostkq w strukturze

trzeciorzedowej biatka

K431fs

protrude

interfering with substrate traffic at the
active site / interferencja z przeptywem
substratu w miejscu aktywnym

K57N

formed by sequencing of the entire coding region, i.e. all
exons, often also including the neighbouring intronic
sequences. In order to prove that the identified mutation
isindeed pathogenic it is important to show its segregation
with the disease in the family, as well as to analyse the con-
servation among the species of the amino acid positions

affected by the change.

Reumatologia 2012; 50/4

Diagnostyka DNA i walidacja nowych
wariantéw alkaptonurii
Genetyczne rozpoznanie AKU jest potwierdzone wte-

dy, gdy na obu allelach zostanie zidentyfikowana mutacja
HGD. Analize zwykle przeprowadza sie, sekwencjonujac caty

region kodujacy genu, tj. wszystkie eksony wraz z sgsia-
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When some novel variant is found, especially for the
missense changes, several softwares are used in order to
predict their possible pathogenic consequences for the
structure and function of the protein. Since the HGD crys-
tal structure is already known [13], POLYPHEN and SNAP
prediction software that use information on 3D structure
of the protein may be more reliable, as was also shown
in the study of Vilboux et al. [16]. However, since the struc-
ture of HGD is rather complex, there are some limitations
to the use of these programs and it is known that some
amino acid substitutions, which would be benign if HGD
functioned as a monomer, show deleterious effects due
to disturbance of the higher organization of the functional
hexamer (R225, 1216, R53, and W322 side chains) [10]. If
no cDNA of the patient is available for the test, the poten-
tial effect of splice-site variants can also be predicted using
tools such as BDGP, NetGene2 or Human Splicing Finder,
which in addition to the sequence analysis also enables
a quick mutation check [16].

Genotype-phenotype relationship

So far no apparent correlation has been found between
a patient’s genotype and the level of excreted homogen-
tisic acid [16]. It is important to note that the disease is
caused by the apparently partial loss-of-function mutations
[14]. On the other hand, the heterozygous carriers of AKU
are healthy. The absence of a clear correlation between
genotype and phenotype may be explained by the vari-
ability in residual HGD enzymatic activities [16]. Due to the
complex structure of the HGD enzyme, genotype-phe-
notype correlation studies are complicated when patients
with two different mutations are to be considered, since
in that case the composition of the protein and contribution
of individual mutations might vary and are difficult to eval-
uate.

AKU chromosomes with no HGD
mutation identified and alkaptonuria
with other types of inheritance

In the HGD mutation database there are at present
about 32 AKU chromosomes reported in which no HGD
mutation was identified [10]. These chromosomes might
carry some deep intronic mutations affecting splicing or
other types of mutations (in the promoter region or in oth-
er cis-regulatory sequences) that have not been captured
using classic mutation detection methods.

Several families have previously been reported in
which AKU appeared to be inherited dominantly [17-20].
In most of them this segregation was explained by
extended consanguinity; however, in the case of the fam-
ily presented by Oexle et al. [20], the authors discussed
whether dominant mutations of a different gene, such as

dujacymi sekwencjami intronéw. W celu potwierdzenia, czy
znaleziona mutacja jest rzeczywiscie patogenna, wazne jest
wykazanie jej segregacji z chorobg u poszczegblnych
cztonkdéw rodziny oraz analiza konserwacji aminokwasu,
ktérego dotyczy zmiana, u réznych gatunkow.

W przypadku stwierdzenia nowego wariantu, szcze-
gblnie mutacji o typie zmiany sensu, wykorzystuje sie wie-
le programéw komputerowych, ktére pozwalaja przewi-
dywac jej mozliwy patologiczny wptyw na strukture
i funkcje biatka. Od czasu poznania krystalicznej struktury
HGD [13] wykorzystuje sie oprogramowania POLYPHEN
i SNAP, ktére uwzgledniaja informacje o tréjwymiarowej
strukturze biatka, przez co zyskujg na wiarygodnosci, co
wykazali Vilboux i wsp. [16]. Jednakze, struktura HGD jest
raczej ztozona, dlatego istniejg liczne ograniczenia w zasto-
sowaniu tego oprogramowania i wiadomo, ze niektére sub-
stytucje aminokwasow, ktére bytyby tagodne, gdyby gen
HGD funkcjonowat jako monomer, wykazuja szkodliwy
wptyw na wyzszg organizacje funkcjonalnego heksame-
ru (tancuchy boczne R225, 1216, R53 oraz W322) [10]. Jesli
cDNA pacjenta nie jest dostepne do badania, potencjal-
ny efekt wariantéw wptywajacych na réznicowe sktada-
nie eksondw mozna takze przewidywac za pomoca takich
narzedzi, jak BDGP, NetGene2 lub Human Splicing Finder,
ktére oprocz analizy sekwencji pozwalaja takze na szyb-

kie sprawdzenie mutacji [16].

Korelacje genotypowo-fenotypowe

Dotychczas nie stwierdzono wyraznej korelacji pomie-
dzy genotypem pacjenta i poziomem wydzielanego kwasu
homogentyzynowego [16]. Nalezy podkresli¢, ze choroba jest
spowodowana przez mutacje powodujace pozornie czeciowa
utrate funkcji [14], jednak heterozygotyczni nosiciele AKU
sg zdrowi. Brak wyraznej korelacji pomiedzy genotypem
i fenotypem mozna wyttumaczy¢ zmiennoscia rezydualnych
aktywnosci enzymatycznych HGD [16]. Z powodu ztozonej
struktury enzymu HGD badania korelacji genotypowo-
-fenotypowych sa skomplikowane, gdy analiza ma dotyczy¢
pacjentéw z dwiema réznymi mutacjami, poniewaz w takim
przypadku budowa biatka i udziat poszczegélnych mutacji
moga sie roznic i sg trudne do oceny.

Chromosomy AKU bez zidentyfikowanej
mutacji HGD oraz alkaptonuria o innych
typach dziedziczenia

W bazie mutacji HGD zgtoszono dotychczas 32 chro-
mosomy AKU, w ktérych nie zidentyfikowano zadnej muta-
cji HGD [10]. W chromosomach tych moga sie znajdowac
mutacje potozone gteboko w intronach, ktére wptywaja na
rdznicowe sktadanie, oraz inne rodzaje mutacji (w regionie
promotorowym lub w innych sekwencjach cis-regulatoro-
wych), ktérych nie mozna wykry¢ klasycznymi metodami.

Reumatologia 2012; 50/4
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a hitherto unrecognized cofactor, may be responsible for
AKU.

Population genetics of alkaptonuria

Alkaptonuria has the very low prevalence of 1: 100 000—
250 000 in most countries. So far about 650 AKU patients
have been reported worldwide [21]. Interestingly, countries
such as Slovakia and the Dominican Republic exhibit an
increased incidence of this disorder of up to 1: 19 000 [22,
23]. Recently, several other ethnicities have been report-
ed in which an increased incidence of AKU is observed (Jor-
dan [24], India), indicating that the overall incidence of this
disease in many countries might be underestimated.

The geographical distribution of all individual HGD mu-
tations in the world has recently been published [25]. There
are several mutations spread throughout the world, such
as S59fs (R58fs), which was identified in patients from Fin-
land, La Reunion, Slovakia, India, Turkey, UAE, the United
Kingdom and the USA. One of the first identified AKU muta-
tions, V300G, is found in France, Germany, La Reunion, Por-
tugal, Slovakia, Spain, the USA and the United Kingdom.
Missense change M368V is the most frequent mutation
found mainly in Europe and present in 59 out of 526 AKU
chromosomes (11.2%) [25]. It has so far been reported in
Finland, France/Armenia, Germany, Portugal, Slovakia,
Spain, Switzerland/Belgium, The Netherlands, the USA and
the United Kingdom.

On the other hand, there are mutations that are rather
specific for some countries or regions; for example IVS5+1G>A
for Slovakia and the Czech Republic, H371fs (P370fs) for Slo-
vakia, and C120W for the Dominican Republic.

In order to trace the origin of the identified AKU muta-
tions, the allelic associations (haplotypes) of HGD intra-
genic polymorphisms are usually employed as shown in
Fig. 2. Using this type of analysis it has been shown that
patients from different countries who shared the same
mutations — M368V, V300G, or P230S — also shared the
same haplotype; alternatively, the slight differences in hap-
lotypes could be explained by recombination events.
The authors concluded that these were most likely old muta-
tions introduced to Europe with the founder populations
and they have spread throughout Western Europe along
with the different migrations [26].

Similar analysis was used to study cases in countries
with increased incidence of AKU. Two mutations were iden-
tified in 16 Dominican AKU chromosomes: C120W (14/16),
which is the classical founder mutation, and G270R (2/16),
which most likely represents a recurrent mutational event,
since Dominican patients carrying this mutation showed
a different haplotype to the Slovak and Italian ones [27].

Very specific is the situation in Slovakia. In the rather small
population of 5 million, 208 patients have been registered
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W kilku wczesniej opisanych rodzinach stwierdzono
dominujgce dziedziczenie AKU [17-20]. W wiekszosci
z nich segregacje takg wyjasniono pokrewienstwem, jed-
nakze w przypadku rodziny prezentowanej przez Oexle
i wsp. [20] autorzy sugerowali, Ze za AKU moga odpowiada¢
mutacje dominujgce w innym genie, np. w jakims dotych-
czas niepoznanym kofaktorze.

Genetyka populacyjna alkaptonurii

Alkaptonuria wystepuje z bardzo mata czestoscia, wyno-
szaca w wiekszosci krajow 1: 100 000-250 000. Do tej pory
na catym Swiecie zgtoszono ok. 650 pacjentdw z AKU [21].
Co ciekawe, w takich krajach, jak Stowacja i Dominikana,
stwierdzono zwiekszong czestos¢ wystepowania tego
schorzenia, wynoszaca do 1: 19 000 [22, 23]. Ostatnio w kil-
ku innych grupach etnicznych obserwowano zwiekszong
czestos¢ wystepowania AKU (Jordan [24], Indie), co wska-
zuje, ze ogdlna czestosé tej choroby w wielu krajach moze
by¢ niedoszacowana.

Ostatnio opublikowano informacje o geograficznej dys-
trybugji poszczegbélnych mutacji HGD [25]. Wiele mutacji roz-
przestrzenionych jest po catym Swiecie, np. S59fs (R58fs),
ktéra zidentyfikowano u pacjentéw z Finlandii, La Reunion,
Stowacji, Indii, Turcji, ZEA, Wielkiej Brytanii i Stanow Zjed-
noczonych. Jedna z pierwszych zidentyfikowanych mutacji
AKU, V300G, zostata stwierdzona we Francji, Niemczech,
La Reunion, Portugalii, Stowacji, Hiszpanii, Stanach Zjed-
noczonych i Wielkiej Brytanii. Mutacja typu zmiany sensu
M368V jest najczestsza mutacja, stwierdzang gtéwnie
w Europie i obecng w 59 z 526 chromosomoéw AKU (11,2%)
[25]. Dotychczas stwierdzano jg w Finlandii, Francji/Arme-
nii, Niemczech, Portugalii, Stowacji, Hiszpanii, Szwajcarii/Belgi,
Holandii, Stanach Zjednoczonych i Wielkiej Brytanii.

Istnieja jednak mutacje specyficzne dla niektérych kra-
jow lub regionow, na przyktad IVS5+1G>A dla Stowacji i Czech;
H371fs (P370fs) dla Stowacji i C120W dla Dominikany.

W celu przesledzenia pochodzenia zidentyfikowanych
mutacji AKU stosuje sie badanie zwigzkéw allelicznych
(haplotypdw) wewngatrzgenowych polimorfizméw HGD, co
pokazano na rycinie 2. Za pomoca takiej analizy wykazano,
ze pacjenci z réznych krajow, noszacy te same mutacje —
M368V, V300G lub P230S —dzielg réwniez taki sam haplo-
typ, alternatywnie niewielkie réznice w haplotypach mozna
wyjasni¢ rekombinacjg. Autorzy konkluduja, ze byty to
z duzym prawdopodobienstwem stare mutacje, wprowadzone
do Europy przez populacje zatozycieli, ktére rozprzestrzeni-
ty sie po Europie Zachodniej wraz z réznymi migracjami [26].

Podobna metode zastosowano do analizy przypadkéw
w krajach o zwiekszonej czestosci wystepowania AKU. Dwie
mutacje zidentyfikowano w 16 chromosomach chorych
z AKU z Dominikany: C120W (14/16), ktéra jest klasyczna
mutacjg zatozycielska, oraz G270R (2/16), ktdra z duzym
prawdopodobiefstwem reprezentuje mutacje nawracaja-
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Fig. 2. Example of HGD gene haplotype analysis in a Slovak family. For all family members individual poly-
morphic markers are analysed and their segregation in the family is followed in order to assemble haplo-
types. Assorted alleles associated with mutations G270R and H371fs are labelled as chromosome “a” or “b”.
Chromosomes “c—h” are without AKU mutation but they differ by a combination of polymorphic alleles.
In the pedigree a square indicates a man while a ring indicates a woman. Dark fill denotes AKU patients
(in both chromosomes have HGD mutation). A dot in the middle of a square or circle indicates healthy car-
riers. AKU_DB_53 is the name of that family in the HGD mutation database.

Ryc. 2. Przyktadowa analiza haplotypu genu HGD w stowackiej rodzinie. W przypadku wszystkich cztonkéw
rodziny analizowano poszczegélne markery polimorficzne, a nastepnie obserwowano ich segregacje w celu
ustalenia haplotypéw. Rézne allele zwigzane z mutacjami G270R { H371fs znakowano jako chromosom ,,a”
lub ,b”. Chromosomy ,c"—,h” sq bez mutacji AKU, ale réznig sie kombinacjg alleli polimorficznych.
W rodowodzie kwadrat oznacza mezczyzne, a kétko kobiete. Czarne wypetnienie wskazuje pacjentéw z AKU
(ktérzy na obu chromosomach majg mutacje HGD). Kropka w Srodku kwadratu lub kétka wskazuje zdrowych
nosicieli. AKU_DB_53 jest oznaczeniem rodziny w bazie mutacji HGD.

[28] and a total of 12 different HGD mutations have been  ca, gdyz pacjenci z Dominikany, u ktérych stwierdza sie te
established [10]. Thus, in Slovakia it is difficult to explain the  mutacje, wykazuja odmienny haplotyp od pacjentéw ze Sto-
increased incidence of AKU by a classical founder effect.  wacji i Wtoch [27].

Based on the analysis and comparison of haplotypes, Bardzo specyficzna sytuacja panuje na Stowacji.
two groups of HGD mutations were observed in Slovakia. W raczej matej populacji, liczacej 5 mln oséb, zarejestro-
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Mutations of the first group are shared by different pop-
ulations and have most likely been introduced into Slovakia
by the founder populations that spread throughout
Europe [10, 12]. The second group consists of 7 mutations
found in the majority of Slovak patients that most likely
originated in Slovakia (G161R (44.2%), D153fs (G152fs)
(14.4%), H371fs (P370fs) (11.5%), G270R (7.7%), VS5+1G>A,
S47L and E178G), namely in a small area in north-west Slo-
vakia, from where they then spread into other regions after
the breakdown of genetic isolates in the 1950s [12].

As the combined sequence and haplotype analysis
shows, 7 of the 12 AKU mutations (58.3%) present in Slo-
vakia are associated with hyper-mutated sequences in HGD,
while worldwide it is 40/117 (34.2%). Therefore, the high
genetic heterogeneity in Slovak AKU might be caused by
an increased mutation rate within this gene in a small geo-
graphical region [12]. Alternatively, it may be the result of
random accumulation of mutations in the region, which
might be related to the Valachian colonisation during the
14th-17th centuries [12, 28]. The preservation of the most
prevalent AKU variants, which either arose in Slovakia or
were brought there, may be the result of a founder
effect and genetic drift, due to the geographic isolation of
villages in north-west Slovakia.

Possible treatment strategies

Several treatment strategies have already been sug-
gested for AKU. There are interesting recently published
preclinical studies concerning antioxidant biomolecules and
their effect in preventing pigment deposits in cartilaginous
tissue [29].

The most promising seems to be nitisinone, the trike-
tone herbicide which inhibits the 4-hydroxyphenylpyruvate
dioxygenase enzyme which produces HGA [30-33]. Thus,
nitisinone can decrease HGA and should therefore poten-
tially be able to modify AKU, but as yet this is unproven.
In November 2012 an international collaborative FP7
study bo will be started, whose main objective will be to
study the efficacy and safety of this orphan designated drug
in order obtain its marketing authorisation for the treat-
ment of patients with AKU.

This work was funded by grant VEGA 2/0027/12.
The authors declare that they have no conflict of inte-
rest.
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wano 208 pacjentéw [28] i stwierdzono ogétem 12 réznych
mutacji HGD [10]. Dlatego trudno wyjasni¢ zwiekszong cze-
stos¢ wystepowania AKU na Stowacji klasycznym efektem
zatozyciela.

Na podstawie tej analizy i poréwnania haplotypdw na
Stowacji zaobserwowano dwie grupy mutacji HGD. Muta-
cje pierwszej grupy stwierdzano w réznych populacjach
i prawdopodobnie zostaty one wprowadzone na Stowacje
przez populacje zatozycielskie, ktére migrowaty po Euro-
pie [10, 12]. Druga grupa sktada sie z 7 mutacji stwier-
dzanych w wiekszosci u pacjentéw stowackich i z duzym
prawdopodobienstwem pochodzg one ze Stowacji (G161R
(44,2%), D153fs (G152fs) (14,4%), H371fs (P370fs) (11,5%),
G270R (7,7%), IVS5+1G>A, S471 oraz E178G), a konkretnie
z niewielkiego obszaru pétnocno-zachodniej Stowacji,
skad rozprzestrzenity sie na inne regiony po przetamaniu
genetycznej izolacji w latach 50. XX wieku [12].

Ztozona analiza sekwencji i haplotypu pokazuje, ze
7 z 12 mutacji (58,3%) obecnych na Stowacji jest zwigza-
nych z hiperzmutowanymi sekwencjami w HGD, natomiast
na catym Swiecie jest to 40/117 (34,2%). Dlatego wysoka
genetyczna heterogennosé AKU w Stowakéw moze by¢ spo-
wodowana zwiekszonym wspotczynnikiem mutacji w genie
HGD w matym regionie geograficznym [12]. Alternatywnie
moze by¢ wynikiem losowej akumulacji mutacji w regio-
nie, ktéry moze by¢ zwigzany z kolonizacja Wotochéw
w XIV=XVII w. [12, 28]. Zachowanie najczesciej wystepu-
jacych wariantéw AKU — zaréwno pochodzacych ze Sto-
wagdji, jak i przyniesionych —moze by¢ wynikiem efektu zato-
zyciela i dryftu genetycznego z powodu geograficznej izolagji
wiosek w pétnocno-zachodniej Stowacji.

Mozliwe strategie terapeutyczne

Dotychczas w leczeniu AKU sugerowano kilka strate-
gii terapeutycznych. Interesujace s3 ostatnio opublikowane
badania przedkliniczne dotyczace zastosowania biocza-
steczek antyoksydantéw i ich ochronnego wptywu na odkta-
danie barwnika w tkance chrzestnej [29].

Najbardziej obiecujacy wydaje sie nitisinon, triketonowy
herbicyd, ktéry hamuje enzym dioksygenaze 4-hydroksy-
fenylopirogronianu, ktéry produkuje HGA [30-33]. Nitisi-
non moze zmniejszac stezenie HGA i dlatego potencjal-
nie powinien by¢ zdolny do modyfikacji przebiegu AKU, ale
efekt ten nie zostat jeszcze dowiedziony. Miedzynarodo-
we badanie FP7 rozpocznie sie w listopadzie 2012 r,, a jego
gtownym celem bedzie badanie skutecznosci i bezpie-
czenstwa tego leku sierocego, aby uzyskac zezwolenie na
dopuszczenie do stosowania w leczeniu pacjentéw z AKU.

Prace sfinansowano dzieki wsparciu VEGA 2/0027/12.
Autorzy deklarujg brak konfliktu interesow.
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