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Potencialna terapia pre alkaptonuriu — pribeh spoluprace vedy, kliniky
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V priebehu poslednych 10 rokov sme svedkami zvyseného zaujmu o alkaptonuriu (AKU, OMIM, No. 203500),
zriedkavé ochorenie, ktoré ma na Slovensku primat. Kym celosvetova incidencia AKU je 1:250 000 az 1 : 500 000,
na Slovensku sa ochorenie vyskytuje omnoho ¢astejsie — 1 : 19 000™. V januari 2019 sa skoncila klinicka cast
projektu DevelopAKUre (7RP EU), ktorého siéastou bolo klinické skidanie SONIA 2 zamerané na testovanie efek-
tivnosti a bezpecnosti lieku nitizinén v lieCbe tohoto ochorenia. Vyskum sa uskutocnil pod vedenim vedcov Kra-
l'ovskej univerzitnej nemocnice v Liverpoole (RLUH) a britskej Spolo¢nosti pre alkaptontriu (AKU Society). V me-
dzinarodnom konzorciu vSak boli aktivhe zapojené aj 2 pracoviska zo Slovenska, ako aj mnohi slovenski pacienti,
preto chceme pribeh AKU priblizit aj citatefom Newslabu. Vysledky studie SONIA 2 neboli zatial publikované, ale
vyrobca lieku, firma SOBI (Swedish Orphan Blovitrum) uz komunikovala svoj imysel poziadat Eurépsku liekovu
agenturu (the European Medicines Agency, EMA) o povolenie pouzivat liek pre AKU. To ddva mnohym pacientom
nadej, Ze AKU bude pravdepodobne jednym z ochoreni, pre ktoré v roku 2020 budeme mat moznd terapiu. V su-
casnosti sa tento liek vo viacerych krajinach pouziva mimo schvalenej indikacie (off-label).
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Potential therapy for alkaptonuria — a story of cooperation among science, clinic and patients

Over the past 10 years, we have witnessed an increased interest in the rare disease alkaptonuria (AKU, OMIM,
No. 203500), which has a primate in Slovakia. While the worldwide incidence of AKU is 1: 250 000 to 1: 500 000,
the disease is much more common in Slovakia — 1: 19000®. In January 2019 a clinical part of the DevelopAKUre
project (FP7 EU) finished, which included the SONIA2 study to test the effectiveness and safety of nitizinone
in the treatment of the disease. The research was conducted under the leadership of scientists at the Royal Uni-
versity Hospital in Liverpool (RLUH) and the British Alkaptonuria Society (AKU Society). However, two teams from
Slovakia as well as many Slovak patients were actively involved in the international consortium, so we want to
bring a closer story of AKU to readers of Newslab. The results of the SONIA2 study have not been published yet,
but the drug manufacturer, SOBI (Swedish Orphan Blovitrum) has already communicated its intention to ask the
European Medicines Agency (EMA) for permission to use the medicine for AKU. It gives many patients the hope
that AKU is likely to be one of the diseases, for which we will have therapy in 2020. This drug is currently being
used off-label in several countries.
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Z historie vyskumu AKU

AKU je ochorenie, pri ktorého definicii bol na zaciatku mi-
nulého storocCia prvykrat spomenuty pojem ,vrodena porucha
metabolizmu” s mendelistickou autozomalne recesivnou de-
dicnostou®. Konkrétny metabolicky blok pri AKU bol opisany
0 50 rokov neskor ako deficit homogentizat-1,2-dioxygenazy
(HGD), enzymu zodpovedného za Stiepenie kyseliny homo-
gentizovej (HGA) v metabolizme fenylalaninu a tyrozinu®.
O dalsich 40 rokov bola Specifikovana genetickd podstata
ochorenia u ¢loveka a gén kodujuci tento enzym bol mapo-
vany vdaka vazbovej analyze v rodinach aj slovenskych pa-
cientov na chromozdém 3q13.33*9. Kratko nato bola opisa-
na Struktura génu a identifikované prvé mutdcie v rodinach

pacientov®. HGD gén pozostava zo 14 exdnov a celosvetova
HGD muta¢né databéza (http://hgddatabase.cvtisr.sk), ktort
sme vytvorili a spravujeme, do dnesnych dni eviduje 212 r6z-
nych variantov tohto génu, identifikovanych priblizne u 530
pacientov z celého sveta’®.

Délezitym bodom v dejinach vyskumu AKU bol vznik AKU
Society (2003, www.akusociety.org), prvej AKU pacient-
skej organizacie na svete. Od zaciatku bolo jej cielom po-
skytovat podporu a informécie pacientom a rodinam, ako aj
umoznit vzajomné stretavanie a spoznévanie AKU pacientov
v Spojenom kralovstve, ale aj na medzindrodnej drovni, aby
sa tak zabranilo pocitom socidlnej izolovanosti, ktorou pa-
cienti so zriedkavymi chorobami ¢asto trpia. Pri zrode tejto
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organizacie bol Dr. Lakshminarayan Ranganath z Liverpoo-
lu a pacient Robert Gregory, ku ktorym sa Coskoro pridal aj
Dr. Nicolas Sireau, otec dvoch deti s AKU. Ich dlhoro¢na pra-
ca, neunavné kampane, financovanie vyskumnych projek-
tov a budovanie partnerstiev viedli aj k vytvoreniu konzorcia
DevelopAKUre a sérii vyznamnych medzinarodnych klinic-
kych skisok SONIA 1, SONIA 2 a SOFIA v Eurépe (2012 -
2019), o ktorych budeme hovorit neskor.

V roku 2013 v Liverpoole zalozili tiez prvé Narodné cen-
trum AKU Roberta Gregoryho (NAC) (so sidlom v Royal Uni-
versity Hospital), pomenované prave po spoluzakladatelo-
vi AKU Society. NAC odvtedy poskytuje vySetrenia a lieCbu
ludom s AKU Zijicim v Anglicku a Skétsku. Nésledne bo-
lo zriadenych niekolko sesterskych spolo¢nosti AKU vo via-
cerych krajinach vratane Slovenska, aby sa tak zvysila infor-
movanost o AKU (Klub ¢iernych kosti — Slovensko, AIMAKU
— Taliansko, DSAKU — Nemecko, ALCAP - Francuzsko, AKU
Society Netherlands, AKU Society Asia-Pacific, AKU Society
North America, Jordanska spolo¢nost AKU, Brazilska spolo¢-
nost AKU a AKU Society India). Tieto spoloc¢nosti zohravaju
klacovu ulohu pri vyhladavani aj udrziavani pacientov ochot-
nych zapojit sa do biomedicinskeho vyskumu vratane klinic-
kych studii, ¢o je naro¢né zvlast pri zriedkavych ochoreniach.

AKU na Slovensku

Vyskum AKU na Slovensku ma svoju dlhoro¢nu tradiciu
vdaka vysSiemu vyskytu tohto ochorenia u nas. Prvy pripad
AKU na Slovensku opisal prof. Sitaj v roku 1944 a v roku 1951
prof. Neuwirth objavil velky sibor pacientov na Kysuciach,
ktory potom dalej klinicky Studovali s kolegami prof. Sitajom
a prof. Urbankom. Na zaklade ich prace bola v roku 1956 pub-
likovana velka monografia Alkaptondria a ochronéza®, ktora
predstavuje prvy velky komplexne spracovany subor chorych
s alkaptonuriou a ochron6zou vo svete.

Na ich studie neskér (po roku 1968) nadviazal dalsi vy-
znamny slovensky pediater, zakladatel slovenskej lekarskej
genetiky, profesor Stefan Srsef spolu s manzelkou docentkou
Srsnovou a dalsimi spolupracovnikmi z Jesseniovej lekarskej
fakulty Univerzity Komenského. Skriningom vysetrili 610 000
obyvatelov Slovenska a do roku 1996 zaevidovali 204 pacien-
tov s alkaptonuriou, z toho 106 deti do 15. roku Zivota, ¢o pred-
stavuje najvacsi subor detskych pacientov na svete(?. Vyko-
nali tiez skrining v skupine 509 192 novorodencov, na zaklade
ktorého odhadli incidenciu AKU na Slovensku na 1:19 000™.
V spolupraci s laboratériom v Miinstri (Nemecko) uskutocnili
aj prvé genetické studie u slovenskych pacientov(.

Pri poCte obyvatel'ov asi 5 miliénov sa odhaduje, Ze na Slo-
vensku by malo v si¢asnosti byt okolo 270 pacientov s AKU
a asi 72 450 zdravych prenasacov. V sucasnosti sa AKU pa-
cientom venuju jednak miestni reumatoldgovia, ale hlavne
NURCH v Piestanoch, ktory je neformalnym centrom starost-
livosti o AKU pacientov u nas.

Genetike AKU sa v laboratériu genetiky &loveka UKTV,
BMC SAV (predtym UMFG SAV) venujeme od roku 1998.
V spolupréci s Dr. Boddkom a neskér prof. Rovenskym z NU-
RCH v Piestanoch sme uskutocnili komplexné genetické ana-
lyzy v rodinach, ktoré ukazali, ze na Slovensku mame az 14
roznych HGD variantov spésobujucich toto zriedkavé ocho-
renie (obrazok 1). Tento vysledok naznacuje, ze zvySenu frek-
venciu AKU u nds nemozno vysvetlit len klasickym efektom
zakladatela, ako sa predpokladalo na zaklade identifikacie
zvySeného vyskytu ochorenia hlavne v oblasti byvalych ge-
netickych izolatov na Kysuciach(4).

Analyza haplotypov spojenych s jednotlivymi mutaciami
v rodinach naznacuje, ze ¢ast mutacii bola na Slovensko im-
portovana pocas niekolkych migracii eurépskej populdcie,
ktoré sa rozsirili do zapadnej Eurdpy, pricom druhu skupi-
nu tvoria mutdcie, ktoré maju svoj pévod skutocne u nast'?.

Obrazok 1. Percentudlne zastupenie 14 variantov HGD génu identifikovanych u AKU pacien-
tov pochddzajtcich z 80 rodin zo Slovenska (160 AKU chromozémov)
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Je mozné, ze doslo k ndhodnému zvyseniu poctu mutdcii na
Slovensku, pricom k ich udrzaniu a rozsireniu prispela na-
sledna geneticka izolacia a geneticky drift. K identifikacii vys-
Sieho poctu pacientov s AKU na Slovensku prispel aj aktiv-
ny spésob vyhl'adavania chorych, ktory ma u nas dlhoro¢nu
tradiciu.

Laboratérium genetiky ¢loveka BMC SAV sa v priebe-
hu rokov stalo medzindrodnym centrom genetickej analy-
zy AKU pacientov. V roku 2010 sme zriadili a spravujeme
uz spominanu celosvetovi HGD mutac¢nu databazu (http:/
hgddatabase.cvtisr.sk)"®. Tato databaza obsahuje varian-
ty identifikované v nasom laboratoriu, ale aj publikovanych
v celosvetovej odbornej literature. V databaze su k dispozicii
aj vysledky analyz predpokladaného efektu jednotlivych mis-
sense mutdcii génu na Strukturu a funkciu HGD proteinu, aj
jednotlivé haplotypy spojené s HGD mutaciami na Slovensku
a v inych krajinach.

Klinické priznaky ochorenia a mechanizmus vzniku
ochronézy

V doésledku metabolického bloku pri AKU dochadza uz
od narodenia k hromadeniu kyseliny homogentizovej (HGA),
ktora sa Ciasto¢ne vyluCuje mocom. Kedze HGA sa oxida-
ciou meni na hnedocierny pigment, ako prvy priznak je vac-
Sinou identifikované tmavnutie moc¢u na vzduchu (homogen-
tizuria).

Nevylu¢end HGA sa v priebehu rokov postupne hromadi
v tele pacientoy, a to hlavne v spojivovom tkanive. To vedie
neskoér k zdvaznym multisystémovym poskodeniam, ktoré sa
zacinaju prejavovat uz medzi 20. — 30. rokom Zivota. Ochro-
néza — tmavé sfarbenie spojivovych tkaniv, hlavne chrup-
ky — sa manifestuje na usniciach, v mensom rozsahu aj na
kozi a o¢nych bielkach. Akumulacia ochronotického pigmen-
tu v chrupkach vedie postupne k bolestivej degenerativnej
ochronotickej artropatii, poskodzujicej hlavne chrbticu, bed-
rové, ramenné a kolenné kiby. Vaznou komplikaciou je kalci-
fikacia aortalnych a mitralnych chlopni. Casto sa vyskytuiju
oblickové a prostatické kamene.

Pociatocna pigmentdcia je pozorovand v jednotlivych
chondrocytoch kalcifikovanej chrupky a v ich okolitom mat-
rixe(. Toto sposobuje loziskovu stuhnutost chrupky a meni
sarozlozenie zatazenia. Nasledne sa ochronéza $iri smerom
do hyalinovej chrupky. Pigmentovana chrupka vytvara akoby
Skrupinu, ktora je tuhda a lame sa, ¢o ma vplyv na podkladovu
trabekularnu kost. Ochronoticka chrupka nie je schopna po-
skytnut potrebni ochranu kosti pred normalnym mechanic-
kym zatazenim a zacina jej agresivna resorpcia. Fragmenty
chrupky su pritomné aj v kostnej dreni aj v synovialnom tka-
nive(. Ochrondza teda sposobuje bolestivé nicenie velkych
kibov nesticich vahu a flzie stavcov. Cely proces sprevadza-
ju chronicky slabsi zapal a amyloid6za"®. Progredujtce po-
Skodenie vedie k invalidizacii.

Prehlad klinickych priznakov pri AKU sumarizuju pra-
ce(1718) yratane opisu sposobu urcenia skore AKUSSI (Alkap-
tonuria Severity Score Index) pouzivaného na hodnotenie za-
vaznosti a progresie priznakov AKU.

Nova nadej pre terapiu AKU
Kauzalna liecba AKU momentalne este nie je k dispozicii.
Doposial boli moznosti liecby AKU limitované a zamerané

len na zmiernenie priznakov. Hlavnym cielom je kontrola bo-
lesti, fyzioterapia a rehabilitacia a v pripade nevyhnutnej po-
treby nahrada poskodenych kibov.

S cielom znizit hladinu HGA a jej oxiddcie na ochronotic-
ky pigment bolo v minulosti odporuc¢ané aj pozivanie roznych
kombindcii antioxidantov, chybaju vSak data potvrdzujice
efektivnost tychto postupov. Naopak, kyselina askorbova je
kofaktorom dioxygendzy 4-hydroxyfenylpyruvatu, a teda mé-
Ze prispiet k zvyseniu produkcie HGA. Pacientom sa tiez od-
poruca nizkoproteinova diéta, dlhodoba compliance je vSak
problematicka.

Nadej pre AKU pacientov predstavuje nitizinén. Tento liek
je inhibitor enzymu p-hydroxyfenylpyruvatdioxygenazy, zod-
povedného za premenu hydroxyfenylpyruvatu na HGA. Po6-
vodne indikovany na lieCbu hereditarnej tyrozinémie typ 1
(Orfadin® vyvinuty firmou SOBI). Uz v roku 2011 publikova-
né vysledky klinickej Studie, uskutocnenej National Institu-
te of Health (USA), ukazali, Ze nitizindn znizuje hladinu HGA
v moéi az 0 95 %(?. Stidia vSak nepreukazala klinicku Gg&in-
nost nitizindnu, pretoze sa nepotvrdilo zlep$enie pohyblivosti
bedrového kibu AKU pacientov, ¢o bol hlavny vystupny para-
meter stidie(®. Vdaka aktivitdm AKU spoloc¢nosti z Anglic-
ka, ktora bola iniciatorom novej viny zaujmu o toto zriedkavé
ochorenie, vzniklo v roku 2012 uz spominané DevelopAKUre
konzorcium, ktoré s podporou projektu 7RP Eurépskej komi-
sie zacalo novu studiu s cielom testovat nitizindn pre AKU.
NURCH v Piestanoch, RLUH v Liverpoole a Hospital Necker
v Parizi boli 3 centrami klinického skusania, v ktorych prebie-
hali postupne 3 studie — SONIA 1, SONIA 2 a SOFIA (http:/
www.developakure.eu/). Na projekte sa podielalo aj oddele-
nie genetiky ¢loveka UKTV, BMC SAV, ktoré bolo zodpoved-
né za mutacnu analyzu u vSetkych pacientov zapojenych do
studii.

Prva Studia projektu, SONIA 1, bola realizovana v Liverpo-
ole a v Piestanoch. I1$lo o kratku $tadiuy, trvala 4 tyzdne a ur-
Cila davku 8 mg nitizindnu denne ako nejefektivnejsiu na zni-
Zenie koncentracie HGA v moci pacientov®.

Do dlhodobej studie SONIA 2 bolo uz zapojenych 138 pa-
cientov a jej cielom bolo preukazat, Ze nitizinon je efektivny
a bezpecny na pouzitie u AKU pacientov. Kontrolnd skupinu
69 pacientov, ktori boli bez lieCby, porovnali so 69 pacientmi,
ktori pocas 4 rokov uzivali 10 mg nitizinénu denne. Pacien-
ti z oboch skupin pravidelne navstevovali centra klinického
skusania a mali sledované viaceré parametre, ktoré sa na
zaver Studie porovnali. Definitivhe vysledky tejto Studie, kto-
rej klinicka Cast sa skoncila v januari 2019, este neboli publi-
kované, no vyrobca lieku, SOBI, uz komunikoval svoj umysel
poZziadat Eurépsku liekovu agenturu (EMA) o povolenie pou-
Zivat liek pre AKU.

DoterajSie skusenosti s nitizinébnom, ¢i uz v Studii SONIA
2, alebo v pripade off-label liecby, ukazuju, ze je nevyhnut-
ny multiodborovy pristup k manazmentu pacientov s AKU.
Okrem prirodzenej ulohy reumatoléga a klinického genetika
je potrebné komplexny pristup doplnit o kvalitné nutricné po-
radenstvo. Pre mozny vyskyt keratopatie pocas liecby niti-
zinbnom ako hlavného a o¢akdvaného neziaduceho Gcinku,
bude potrebné zaviest pravidelné biochemické monitorova-
nie koncentracie tyrozinu v sére a sledovanie pacientov oc-
nym lekarom. Vznik keratopatie sa dava do suvislosti prave
so zvySenim hladiny tyrozinu pocas lieCby nitizinbnom, no
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presny mechanizmus nie je Uplne jasny. Z pohladu klinické-
ho vyskumu bude preto potrebné zamerat sa na hladanie bio-
markerov vzniku keratopatie.

Otvorena prierezova studia SOFIA, do ktorej sa zapojilo 32
pacientov s AKU a 30 kontrolnych jedincov, prebiehala len v
Liverpoole. Cielom studie bolo zistit, v akom veku sa posko-
denie pri AKU zacCina, ¢o sa tyka klinicky manifestovanych aj
subklinickych prejavov ochorenia®’. Primarnym vysledkom
bol sledovanie pritomnosti ochronézy v usnej biopsii. Sekun-
darne vysledky zahfnali analyzu fotografii oci a usi, koncen-
traciu HGA v sére a v moci aj markery poskodenia/zapalu/
oxiddacie tkaniv, MRI, test chédze, kvality Zivota a index za-
vaznosti skére alkaptonurie (QAKUSSI). Ochronéza v tkani-
ve biopsie z ucha bola pritomna uz u 20-ro¢ného pacienta,
€o naznacuje, ze subklinické prejavy su pozorovatelné este
pred tymto vekom.

V sucasnosti prebiehaju pripravy na pediatrickd klinickd
Studiu. Informdcie z tychto Studii budd dblezité pre rozhodo-
vanie, v akom veku treba zacat lieCbu, aby sa zabranilo roz-
voju priznakov.

Zvieraci model AKU

Délezitd ulohu vo vyskume AKU zohralo vytvorenie ex-
perimentadlneho modelového organizmu — AKU mysi. Vyu-
Ziva sa pri Studiu patofyziolégie AKU a tiez efektu potenci-
alnej liecby. V roku 2014 bol publikovany novy mysi model
AKU®), pri ktorom uz od zaciatku Zivota mozno pozorovat
linedrne stlpajucu ochrondzu, pricom priemerné celozivot-
né hladiny HGA v plazme zostdvaju relativne konstantné. Je
zaujimavé, ze u tychto mysi nebolo pozorované konecné/
termindlne stadium pigmentacie kalcifikovanych a hyalino-
vych chrupiek, charakteristické pre AKU u ludi, ¢o naznacu-
je, ze ochrondza u mysi reprezentuje skoré stadia pritomné
v kiboch u &loveka s AKU. Celozivotné podavanie nitizind-
nu tymto AKU mysSiam viedlo k 88% znizeniu plazmatického
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HGA a k plnému blokovaniu pigmentacie chondrocytov, ¢im
sa potvrdilo, Ze ak sa nitizindn zacne podavat v¢as, mbze za-
stavit priebeh ochrondzy®@23),

Variabilita zavaznosti ochorenia

U pacientov s AKU bola pozorovana variabilita v zavaznos-
ti ochorenia. UZ v roku 2000 Rodriguez a kol.? pozorovali
rozdielnu rezidualnu aktivitu HGD enzymu nesuceho rézne
missense mutacie, ¢o sme nasledne potvrdili aj v nasej pra-
ci®. Predpokladalo sa, Ze prave rozdielna rezidualna aktivita
urcuje aj rozdiely v zadvaznosti ochorenia. V ramci Studie SO-
NIA 2 sme preto uskutocCnili analyzu korelacie medzi genoty-
pom a fenotypom, konkrétne u pacientov s mutaciou G161R,
pri ktorej je zachované len 1 % aktivity enzymu, v porovna-
ni so skupinou nesticou mutacie M368V a A122V, ktoré, na-
opak, mali asi az 30 % aktivity divokého typu®. Hoci medzi
oboma skupinami bol pozorovany rozdiel v hladine HGA vy-
luCovanej mocom za 24 h, kompenzovanej na prijem prote-
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