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Recent advances in understanding the pathogenesis of ochronosis
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Summary

Alkaptonuria (AKU) is an iconic disease caused by deficiency of the
enzyme homogentisate 1,2-dioxygenase (HGD). Deficiency results
in an increase in the circulating concentration of homogentisic
acid (HGA), which over time is deposited as pigmented polymers
in tissues including sclera, heart valves and cartilage, a process
described as ochronosis. Joint ochronosis causes severe, early
onset osteoarthritis. Studies on ex vivo tissue samples, in vitro cell
cultures and mouse models of AKU indicate that tissues are ini-
tially resistant to ochronosis and become susceptible possibly fol-
lowing mechanical or oxidative damage and/or local metabolic
changes. There is a lack of effective biomarkers to monitor the
progression of ochronosis and response to potential therapies but
a disease severity index for AKU has recently been developed. Cur-
rent studies are evaluating the efficacy of the potential therapy
nitisinone in AKU. Research on ochronosis has led to the identifi-
cation of several previously unrecognised pathophysiological fea-
tures of the osteoarthritis phenotype.

Alkaptonuria (AKU) [MIM 203500] has an iconic sta-
tus in the history of medical science because it was the
first human disease that was recognised to conform to
Mendelian autosomal recessive inheritance by Garrod over
100 years ago [1]. It was more than 50 years later before
the research group led by La Du discovered that AKU is
caused by the deficiency of homogentisate 1,2-dioxyge-

Streszczenie

Alkaptonuria (AKU) jest ,ikonowg” w historii nauk medycznych
chorobg, wywotywana niedoborem enzymu — 1,2-dioksygenazy
homogentyzynianowe]j (HGD). Niedobdr ten powoduje w krwiobiegu
zwiekszenie stezenia kwasu homogentyzynowego (HGA), ktory
w miare uptywu czasu odktada sie w postaci polimeréw zmieniaja-
cych barwe tkanek, m.in. w twardéwce, zastawkach serca oraz
chrzastce, w procesie okreslanym mianem ochronozy. Zmiany
ochronotyczne w obrebie stawéw wywotujg wczesna, ciezkg postac
choroby zwyrodnieniowej stawéw. Badania nad AKU prowadzone ex
vivo na prébkach tkanek, in vitro na kulturach komérek i na mode-
lach mysich wskazuja, ze poczatkowo odporne na ochronoze tkanki
z czasem stajg sie podatne, prawdopodobnie w nastepstwie
uszkodzefi mechanicznych lub oksydacyjnych i/lub miejscowych
zmian metabolicznych. Nie ma efektywnych biomarkeréw, ktére
umozliwiatyby monitorowanie postepu ochronozy oraz odpowiedzi
na potencjalne terapie. Niedawno opracowano dla AKU indeks
nasilenia choroby. Prowadzone obecnie badania oceniajg
skutecznos¢ potencjalnych terapii z zastosowaniem nityzynonu
w leczeniu AKU. Badania nad ochronozg doprowadzity do wyodreb-
nienia wielu wczesniej nieznanych patofizjologicznych cech fenotypu
choroby zwyrodnieniowej stawoéw.

Alkaptonuria (AKU) [MIM 203500] ma ,,ikonowy” status
w historii nauk medycznych, poniewaz byta pierwsza choroba
cztowieka, ktérg uznano za przekazywang zgodnie z men-
dlowskimi zasadami dziedziczenia autosomalnego rece-
sywnego, co stwierdzit Garrod ponad 100 lat temu [1]. Mine-
to ponad 50 lat, zanim grupa badawcza prowadzona przez La
Du odkryta, ze przyczyng AKU jest niedobér 1,2-dioksygena-

Address for correspondence:

James A. Gallagher PhD, Department of Musculoskeletal Biology, Institute of Ageing and Chronic Disease, Sherrington Building,

University of Liverpool, Liverpool, tel. 0044 151 794, e-mail: jagl@liv.ac.uk

Submitted: 3.07.2012

Reumatologia 2012; 50/4



Recent advances in understanding the pathogenesis of ochronosis

317

nase (HGD) [E.C.1.13.11.5], an enzyme in the metabolism of
tyrosine and phenylalanine [2] (Fig. 1). Almost another half
century passed before the modern era of research on AKU
began with the cloning of the human HGD gene by Fer-
nandez-Cafién and colleagues [3]. It is a single-copy
gene that maps to chromosome 3qg13.33 and encompasses
14 exons, which encode a protein of 445 amino acids. AKU
arises from homozygous or compound heterozygous
mutations in the HGD gene, with 115 different human muta-
tions now identified [4]. AKU is an ultra-rare disease with
a low prevalence of 1: 100 000-250 000 in most ethnic
groups. However, several hotspots have been identified
including the Dominican Republic and North West Slova-
kia, where the incidence is greater than 1 : 20 000.
Recently, high incidences of AKU were also discovered in
specific regions of Jordan [5] and in southern India
(unpublished). It is likely that there is a vast reservoir of
undiagnosed AKU worldwide.

Loss of activity of the HGD enzyme results in an increase
in the circulating concentration of homogentisic acid (HGA).
Most of the HGA is lost through urinary excretion causing
urine to darken on exposure to air. However, raised HGA
levels in plasma and extracellular fluid eventually lead to
ochronosis, the deposition of polymers of HGA as pigment
in connective tissues including cartilage, heart valves and
sclera [6, 7]. Joint ochronosis causes a severe form of
osteoarthritis that is an inevitable consequence of the rare
genetic disorder [8]. Tissues initially appear to be resist-
ant to ochronosis and become susceptible possibly following
mechanical or oxidative damage and/or local metabolic
changes. Although most pigment is deposited extracel-
lularly, there is strong evidence for a role of cells in the
process of pigmentation. Furthermore, once pigment
has been laid down in the pericellular matrix, ochronosis
quickly spreads to the cellular compartment. Pigmented
tissues, including cartilage, become much stiffer than non-
pigmented tissues, leading to a disturbance of the load dis-
tribution and induction of stress risers [9]. Furthermore,
when articular cartilage becomes highly pigmented, it stress
shields the underlying bone from normal mechanical load-
ing, which leads to an aggressive resorption of the sub-
chondral plate, including calcified cartilage and bone.
Despite the increased stiffness, the pigmented shell of the
remaining articular cartilage soon fails catastrophically. Pig-
mented unmineralised cartilage becomes impacted on the
underlying trabecular bone and embedded in the marrow
space. Fragments of pigmented cartilage also become
embedded in synovial tissue. Ochronosis therefore leads
to painful destruction of large weight-bearing joints as well
as fusion of the vertebrae, scoliosis, tendon and ligament
ruptures and cardiac valve deterioration. Although ochrono-
sis appears to be an inevitable consequence of AKU, there
is considerable variability in the age of onset and severi-

zy homogentyzynianowej (HGD) [E.C.1.13.11.5], enzymu w szla-
ku przemian tyrozyny i fenyloalaniny [2] (ryc. 1). Nowoczesna
era badan nad AKU rozpoczeta sie niemal pot wieku pozniej,
wraz ze sklonowaniem genu ludzkiego HGD przez Fernandeza-
Candnaiwsp.[3]. Jest to gen wystepujacy w pojedynczej kopii,
umiejscowiony na chromosomie 3 w pozycji q13.33 i obej-
mujacy 14 eksondw, kodujacych biatko sktadajace sie z 445
aminokwasow. Alkaptonuria jest wynikiem homozygotycz-
nych lub ztozonych heterozygotycznych mutacji w genie HGD,
do chwili obecnej zidentyfikowano 115 réznych mutacji
u ludzi [4]. To wyjatkowo rzadka choroba, z mata czestoscia
wystepowania, rzedu 1 : 100 000-250 000, w wiekszosci grup
etnicznych. Wyodrebniono jednak kilka rejonéw na Swiecie,
w ktérych choroba wystepuje szczegélnie czesto, np. Repu-
blika Dominikany oraz w pétnocno-zachodnia czes¢ Stowa-
gji, gdzie czestos¢ wystepowania przekracza 1 : 20 000. Nie-
dawno stwierdzono wysoka czestos¢ wystepowania AKU
w niektérych rejonach Jordanii [5] oraz w potudniowych Indiach
(brak publikacji). Prawdopodobnie na $wiecie istnieje rozle-
gty rezerwuar niezdiagnozowanej AKU.

Obnizenie aktywnosci enzymu HGD powoduje zwiek-
szenie stezenia krazacego kwasu homogentyzynowego
(HGA). Wiekszos¢ HGA jest wydalana przez nerki, co powo-
duje, ze mocz ciemnieje pod wptywem kontaktu z powietrzem.
Niemniej jednak zwiekszone stezenie HGA w osoczu i pty-
nie zewngtrzkomadrkowym prowadzi ostatecznie do ochro-
nozy — odktadania sie polimeréw HGA w postaci barwnika
w tkance tacznej, w tym w chrzastce, zastawkach serca i twar-
déwece [6, 7]. Ochronoza stawdw wywotuje ciezka postaé cho-
roby zwyrodnieniowej stawéw, bedaca nieuniknionym skut-
kiem rzadkiego zaburzenia genetycznego [8]. Poczatkowo
tkanki wydaja sie oporne na ochronoze, z czasem jednak sta-
ja sie podatne, prawdopodobnie w nastepstwie uszkodzer
mechanicznych lub oksydacyjnych i/lub miejscowych zmian
metabolicznych. Mimo ze wiekszos¢ barwnika odktada sie
na zewnatrz komérek, istniejg silne dowody na udziat
komorek w procesie pigmentacji. Ponadto, po odtozeniu sie
barwnika w macierzy okotokomdrkowej, ochronoza szybko
rozprzestrzenia sie na przedziat komaérkowy. Przebarwione
tkanki, w tym tkanka chrzestna, staja sie znacznie sztywniejsze
niz tkanki niezabarwione, co prowadzi do zaburzenia roz-
mieszczenia obcigzenia oraz powstawania stref oddziatywania
podwyZszonego naprezenia (,,stress risers”) [9]. Intensywnie
wysycona barwnikiem chrzastka stawowa tworzy strefe chro-
niona przed naprezeniami w lezacej gtebiej tkance kostnej,
powodujac zanik prawidtowego mechanicznego obciazania,
co prowadzi do agresywnej resorpcji blaszki podchrzestnej,
w tym uwapnionej tkanki chrzestnej i kostnej. Pomimo zwiek-
szonej sztywnosci, szybko dochodzi do katastroficznego zata-
mania wysyconej barwnikiem skorupy pozostate]j tkanki
chrzestnej. Przebarwiona, zdemineralizowana chrzastka
wklinowuje sie w gtab lezacej ponizej kosci gabczaste] i wni-
ka do jamy szpikowej. Fragmenty wysyconej barwnikiem
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Fig. 1. Schematic representation of the metabolic defect in AKU and the development of ochronosis. Genet-
ic lack of homogentisate 1,2-dioxygenase leads to an increase in concentration of homogentisic acid (HGA).
HGA is converted into benzoquinones which bind to collagenous matrices. Initially, matrix is resistant to
pigmentation, but following loss or breakdown of specific constituents, including proteoglycans (PG), the
benzoquinones can access binding sites which are associated with the ultrastructural periodicity of the col-
lagen fibrils. Once ochronosis has been initiated, polymerisation proceeds rapidly. Pigmentation increases
the stiffness of the collagen fibres, which leads to further biomechanical and biochemical damage and
a downward spiral of ochronosis and tissue destruction.

Ryc. 1. Schematyczne przedstawienie metabolicznego defektu w AKU oraz rozwoju ochronozy. Genetyczny
brak 1,2-dioksygenazy homogentyzynianowej prowadzi do zwiekszenia stezenia kwasu homogentyzynowego
(HGA), ktéry ulega przemianie do benzochinonéw, ktére wigzq sie z kolagenowymi macierzami. Poczqtkowo
macierz jest odporna na pigmentacje, jednak w wyniku utraty lub rozpadu okreslonych sktadnikéw, w tym
proteoglikanéw (PG), benzochinony uzyskujg dostep do rejonéw wiqzania zwigzanych z ultrastrukturalng
okresowosciq wtdkienek kolagenowych. Wraz z inicjacjg ochronozy polimeryzacja postepuje w szybkim tem-
pie. Odktadanie sie barwnika zwieksza sztywnos¢ wtékien kolagenowych, co prowadzi do dalszych uszkodzen
biomechanicznych, zmian biochemicznych, nasilajqcej sie spirali ochronozy i destrukcji tkanek.
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ty, even between siblings. This indicates that genetic, bio-
mechanical or environmental predisposition to connective
tissue damage might accelerate pigmentation. Currently,
there is a severe lack of effective biomarkers to monitor
the progression of ochronosis and the response to poten-
tial therapies. However, a disease severity index for AKU
has recently been developed [10]. This index will facilitate
careful monitoring of the disease status and allow inves-
tigation of the influence of environmental factors such as
occupation, diet and non-AKU genes including ageing and
osteoarthritis susceptibility genes. The difference in dis-
ease susceptibility between siblings will be a powerful tool
to help identify the background genetic factors that
underlie the severity of the disease.

Studies on post-mortem and surgical AKU tissue
samples have revealed that anatomically, ochronosis
localises to areas of high mechanical loading, including the
large weight-bearing joints and the aortic and mitral valves.
This suggests that HGA acts as an endogenous marker of
loading or mechanical stress [7]. Histological studies
have revealed that in cartilage, initial pigmentation is focal
and located in individual chondrocytes and their territo-
rial matrix in calcified cartilage but then proliferates
throughout the hyaline cartilage in either granular or homo-
geneous conglomerates (Fig. 2).

At the ultrastructural level, early pigmentation in con-
nective tissues is associated with the periodicity of colla-
gen [11], somewhat reminiscent of proteoglycan binding
[12]. This pattern strongly indicates that there are specif-
ic binding sites for HGA critical to the initiation of pig-
mentation (Fig. 1). Further studies at higher resolution are
required to determine the exact ultrastructural location of
the HGA binding region, for example in relation to the a-d
bands of collagen fibrils. The findings from transmission
electron microscopy are supported by solid state NMR stud-
ies which revealed loss of order at the nanoscale [13]. Ultra-
structural and biochemical studies suggest that collagen
fibril damage and proteoglycan loss precede pigmentation,
reinforcing the hypothesis that HGA alone is not sufficient
for pigmentation and that local, systemic, environmental
and/or genetic factors are required. Extracellular matrix
(ECM) appears to be initially resistant to pigmentation but
becomes susceptible following biochemical or biome-
chanical influences on the composition or structure. In sup-
port of this, ex vivo studies on non-AKU osteoarthritis tis-
sue incubated in HGA have revealed focal uptake similar
to the distribution of early ochronosis in AKU [14].

An in vitro model of ochronosis has been developed
in which chondrocytes or osteosarcoma cells are cultured
in medium supplemented with 0.33 uM-0.33 mM HGA,
which includes the range observed in the plasma of AKU
patients and which is not toxic to cells [15]. Schmorl’s stain,
which is a sensitive and reliable stain for ochronosis, is used

chrzastki osadzaja sie rowniez w tkance mazidwki. Ochro-
noza doprowadza zatem do bolesnego zniszczenia duzych,
dzwigajgcych ciezar ciata stawdw oraz do zrastania sie kre-
gow, skoliozy, zerwania Sciegien i wiezadet, a takze do poste-
pujacego uszkodzenia zastawek serca. Mimo ze ochronoza
wydaje sie nieuniknionym nastepstwem AKU, obserwuije sie
znaczng zmiennos¢ wieku wystapienia oraz nasilenia cho-
roby, nawet w przypadku rodzenstwa. Sygnalizuje to, ze gene-
tyczne i biomechaniczne predyspozycje lub uwarunkowania
Srodowiskowe sprzyjajace uszkodzeniom tkanki tacznej,
moga przyspieszac proces pigmentacji. Obecnie nie ma efek-
tywnych biomarkeréw, ktére umozliwiatyby monitorowanie
postepu ochronozy oraz odpowiedzi na potencjalne terapie.
Niemniej jednak w ostatnim czasie opracowano indeks nasi-
lenia choroby dla AKU [10]. Indeks utatwi doktadne moni-
torowanie statusu choroby i umozliwi badania nad wptywem
czynnikéw srodowiskowych, takich jak zawad, dieta, oraz
gendw niezwigzanych z AKU, w tym genéw warunkujacych
podatnosé na starzenie sie i chorobe zwyrodnieniowg sta-
wow. Réznice w podatnosci na alkaptonurie miedzy rodzen-
stwem sg poteznym narzedziem, ktére pomoze zidentyfi-
kowat drugorzedowe uwarunkowania genetyczne decydujace
o nasileniu choroby.

Badania nad prébkami tkanek pacjentéw z AKU pobra-
nymi posmiertnie oraz w trakcie zabiegdw chirurgicznych
wykazaty, ze pod wzgledem anatomicznym zmiany ochro-
notyczne lokalizuja sie w rejonach wystepowania duzych
obcigzeh mechanicznych, w tym w duzych, dZzwigajacych cie-
zar ciata stawach oraz w zastawce aortalnej i dwudzielne;.
Sugeruje to, ze HGA odgrywa role endogennego markera
obcigzenia lub naprezenia mechanicznego [7]. Badania
histologiczne ujawnity, ze w przypadku tkanki chrzestnej pier-
wotny charakter procesu odktadania barwnika jest ogniskowy
i zachodzi w pojedynczych chondrocytach oraz terytorialnie
przynaleznej do nich macierzy uwapnionej chrzastki, nastep-
nie jednak dochodzi do rozprzestrzeniania barwnika w obre-
bie catej chrzastki szklistej w postaci ziarnistych lub jedno-
rodnych konglomeratéw (ryc. 2).

Na poziomie ultrastrukturalnym wczesna pigmentacja
tkanki tacznej jest zwigzana z okresowoscia kolagenu [11], przy-
pominajaca w pewnym stopniu wigzania proteoglikanéw [12].
Rozmieszczenie zmian przemawia zdecydowanie za obec-
noscig swoistych miejsc wigzacych dla HGA o krytycznym zna-
czeniu dla zapoczatkowania procesu odktadania barwnika
(ryc. 1). Konieczne sa dalsze badania prowadzone przy
wysokiej rozdzielczosci, aby okresli¢ doktadna lokalizacje ultra-
strukturalng rejonu wigzania HGA, np. w odniesieniu do praz-
kow a-d widkienek kolagenowych. Wyniki uzyskane dzieki
transmisyjnej mikroskopii elektronowej znajduja potwier-
dzenie w badaniach NMR w fazie statej, ktdre ujawnity utra-
te uporzadkowania w nanoskali [13]. Badania ultrastruktu-
ralne i biochemiczne sugeruja, ze uszkodzenie widkienek
kolagenowych oraz utrata proteoglikandw poprzedza powsta-
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chrzgstka bezbarwna
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Fig. 2. Schematic representation of the progression of ochronosis in articular cartilage from initiation in cal-
cified cartilage to eventual destruction of the joint: a) ochronosis begins with the deposition of pigment in
individual chondrocytes and their territorial matrix in calcified cartilage. Pigmentation leads to focal increas-
es of stiffness altering the load distribution and inducing stress risers; b) ochronosis spreads to other chon-
drons in the calcified matrix, then (c) proliferates throughout the hyaline cartilage; d) ochronotic cartilage
shields the underlying bone from normal mechanical loading, leading to aggressive resorption of the sub-
chondral plate, including calcified cartilage and bone; e) despite the increased stiffness, the pigmented
shell of the remaining articular cartilage fails catastrophically. Pigmented cartilage becomes impacted on
the underlying trabecular bone and embedded in the marrow space.

Ryc. 2. Schematyczne przedstawienie rozwoju zmian ochronotycznych w chrzgstce stawowej od poczgtku
procesu w uwapnionej chrzgstce az do ostatecznego zniszczenia stawu: a) proces ochronozy zaczyna sie wraz
z odktadaniem sie barwnika w poszczegdlnych chondrocytach i przynaleznej do nich terytorialnie macierzy
w uwapnionej chrzgstce. Pigmentacja prowadzi do wystepowania ognisk wzmozonej sztywnosci zmieniajg-
cych rozmieszczenie obcigzenia i powodujgcych powstawanie stref podwyzszonego naprezenia; b) ochronoza
rozprzestrzenia sie na inne chondrony w obrebie zwapniatej macierzy, a nastepnie (c) na catq chrzgstke
szklistg; d) ochronotycznie zmieniona chrzgstka ostania lezqcg ponizej kos¢, powodujqc zanik prawidtowego
mechanicznego obciqzania i prowadzqc do agresywnej resorpcji blaszki podchrzestnej, tqcznie z uwapniong
chrzgstkq i koscig; e) mimo wzmozonej sztywnosci, dochodzi do katastroficznego zatamania przebarwionej
skorupy pozostatej tkanki chrzestnej. Wysycona barwnikiem chrzgstka wklinowuje sie w gtab lezqcej ponizej
kosci gabczastej i wnika do jamy szpikowej.
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to detect pigment deposits in vitro. Microscopic and
ultrastructural examination revealed deposition of pig-
mented granules in the cells and associated matrix. Dep-
osition is much more rapid than in vivo, supporting the the-
ory that protective mechanisms exist in tissues in situ
because ECM components are assembled into complex
structures in which fibrous proteins, proteoglycans and gly-
cosaminoglycans are associated. This complex association
is not replicated exactly in vitro and it is likely that factors
protecting ECM from pigmentation in situ are absent and
thus pigmentation is accelerated. Modifying the culture
conditions to produce an ECM that is resistant to pig-
mentation will provide information on the mechanism of
ochronosis. The rate of pigmentation in vitro can be influ-
enced by antioxidants [16].

Despite recent progress, the molecular mechanism of
ochronosis has not yet been elucidated. This is partly
because the first clinical sampling of ochronotic tissue is
typically during joint replacement when the disease is
advanced. To follow the earliest stages of pigmentation
a robust animal model of ochronosis is required. Although
a mouse model of AKU (HGD—/-) was developed almost
20 years ago by N-ethyl N-nitrosourea-induced mutage-
nesis [17], until very recently it was thought that these mice
did not develop ochronosis, despite excreting sufficient HGA
to cause darkening of urine. Renal and joint ochronosis has
been identified in a complex mouse model in which the
tyrosinaemia type 1 mutation (Fah—/-) is combined with
heterozygosity for Hgd (Hgd+/-). After a period of tyrosi-
naemia type |, some mice show loss of heterozygosity for
Hgd in liver nodules, becoming AKU-like [18]. Ochronosis
in this model is probably in part due to severe renal pathol-
ogy and because it follows spontaneous mutation is not
a practical experimental model. Recently, however, care-
fulwhole life observation has revealed joint ochronosis in
AKU (HGD—/-) mice that have no confounding pathology.
Ochronosis develops in the cartilage in a manner analo-
gous to that observed in the human disease (unpublished).

In addition to providing a new model to investigate
pathogenesis, AKU mice will provide an important mod-
elto screen new therapeutic agents. To date the most prom-
ising therapy is nitisinone, an inhibitor of 4-hydroxy-
phenylpyruvic acid dioxygenase which has been used suc-
cessfully to treat hereditary tyrosinaemia 1 (HT1). A recent
clinical trial in established AKU demonstrated that despite
reducing plasma HGA by approximately 95% over 36
months, nitisinone therapy produced no improvement in
primary or secondary clinical parameters, including hip rota-
tion and spinal flexion, probably because of existing
irreparable pathology [19]. Early intervention with nitisi-
none, in AKU patients who have not yet developed
ochronosis, should prevent cartilage destruction and
debilitating arthritis.

wanie przebarwienh, wzmacniajac hipoteze, ze obecnosé same-
go HGA nie wystarczy, by wywotaé proces pigmentacji, oraz
ze niezbedne jest oddziatywanie czynnikéw miejscowych,
ogoblnych, srodowiskowych i/lub genetycznych. Macierz
zewnatrzkomorkowa (extracellular matrix— ECM) wydaje sie
poczatkowo odporna na pigmentacje, jednak z czasem sta-
je sie podatna, prawdopodobnie w wyniku oddziatywania
czynnikéw mechanicznych lub biomechanicznych wptywa-
jacych na jej sktad lub budowe. Potwierdzaja to badania
ex vivo tkanek pobranych od pacjentéw z niezwigzang z AKU
choroba zwyrodnieniowa stawoéw, inkubowanych w HGA, w
ktérych wykazano obecnos¢ ogniskowe odktadanie sie
0 rozmieszczeniu podobnym do wczesnych zmian ochro-
notycznych w AKU [14].

Opracowano model ochronozy in vitro, w ktérym hodu-
je sie chondrocyty lub komaérki kostniakomiesaka w medium
wzbogaconym 0,33 pM-0,33 mM HGA, co obejmuje zakres
0znaczany w surowicy pacjentéw z AKU, ktéry nie jest tok-
syczny dla komérek [15]. Do identyfikacji ztogéw barwnika
in vitro stosuje sie barwienie Schmorla, czuta i wiarygodna
metode barwienia w kierunku ochronozy. Badania mikro-
skopowe i ultrastrukturalne ujawnity ztogi zabarwionych ziar-
nistosci w komarkach i otaczajacej macierzy. Proces odkta-
dania przebiega znacznie szybciej niz w modelu in vivo, co
potwierdzito teorie o istnieniu mechanizméw ochronnych
w tkankach in situ, poniewaz sktadniki ECM uktadaja sie w zto-
zone struktury sktadajace sie ze zwigzanych ze soba biatek
fibrylarnych, proteoglikanéw oraz glikozaminoglikandw.
Ten ztozony uktad powigzan nie jest szczegbtowo odtwarzany
in vitro; prawdopodobnie brakuje czynnikéw, wystepujacych
in situ, chronigcych ECM przed zabarwieniem i tym samym
dochodzi do przyspieszenia procesu pigmentacji. Zmiana
warunkéw hodowli, by uzyskaé ECM odporne na odktada-
nie barwnika, dostarczy informacji o mechanizmie ochronozy.
Tempo powstawania zabarwien in vitro moze sie zmienia¢
pod wptywem antyoksydantéw [16].

Pomimo odnotowanych ostatnio postepdw, mecha-
nizm molekularny ochronozy pozostaje niewyjasniony. Po cze-
sci jest to spowodowane faktem, Ze pierwsze pobranie zmie-
nionych ochronotycznie tkanek w warunkach klinicznych
odbywa sie zazwyczaj w trakcie zabiegu wymiany stawu, przy
zaawansowanym procesie chorobowym. Sledzenie naj-
wczesniejszych etapéw odktadania barwnika wymaga
wytrzymatego modelu zwierzecego ochronozy. Chociaz
mysi model AKU (HGD—/-) opracowano niemal 20 lat temu
w wyniku wywotanej N-etylo-N-nitrozomocznikiem muta-
genezy [17], do niedawna sadzono ze ochronoza nie rozwi-
ja sie u tych myszy pomimo wydalania HGA w ilosciach
wystarczajacych do wywotania ciemniejszego zabarwienia
moczu. Wyodrebniono ochronoze nerek i stawow, stosujac
ztozony model mysi, w ktérym mutacja tyrozynemii typu 1
(Fah —/-) wystepowata w skojarzeniu z heterozygotyczno-
$cig Hgd (Hgd+/-). Po okresie tyrozynemii typu 1, u niekto-
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The biomedical literature contains many examples of
how research on extreme phenotypes in monogenic dis-
eases has helped elucidate the molecular pathogenesis
of more common disorders. It is likely that investigating
ochronosis will provide important insights into pathogenesis
of the more common varieties of osteoarthritis, particu-
larly the biochemical and structural changes at the initial
stages of osteoarthritic degeneration. In support of this con-
cept, several previously unrecognised pathophysiological
features of the human osteoarthritis phenotype have
already been identified from studies of AKU. These include
complete resorption of the subchondral plate [9] and tra-
becular excrescences, which are novel microanatomical
structures that were first identified in AKU where they are
abundant and subsequently at a lower frequency in
osteoarthritis [20].

The study was funded by grants from the Big Lottery
Fund, the AKU Society and the Rosetrees Trust.

The authors declare that they have no conflict of
interest.

References
PiSmiennictwo

1. Garrod AE. The incidence of alkaptonuria: a study in chemical
individuality. Lancet 1902; 2: 1616-1620.

2. La Du BN, Zannoni VG, Laster L, et al. The nature of the defect
in tyrosine metabolism in alcaptonuria. J Biol Chem 1958; 230:
251-260.

3. Fernandez-Cafion JM, Granadino B, Beltran-Valero de Bernabé
D, et al. The molecular basis of alkaptonuria. Nat Genet 1996;
14: 19-24.

4. Zatkova A. An update on molecular genetics of Alkaptonuria
(AKU). J Inherit Metab Dis 2011; 34: 1127-1136.

5. Al-Sbou M, Mwafi N, Lubad MA. Identification of forty cases with
alkaptonuria in one village in Jordan. Rheumatol Int 2011, Epub
ahead of print.

6. Phornphutkul C, Introne WJ, Perry MB, et al. Natural history of
alkaptonuria. N Engl ) Med 2002; 347: 2111-2121.

7. Helliwell TR, Gallagher JA, Ranganath L Alkaptonuria — a review
of surgical and autopsy pathology. Histopathology 2008; 53:
503-512.

8. Kraus VB. Rare osteoarthritis: ochronosis, Kashin-Beck disease,
and Mseleni joint disease. Rare osteoarthritis: Ochronosis, Kashin-
Beck disease and Mseleni joint disease. In: Rheumatology 5th
edition: Hochberg MC, Smolen SJ, Weinblatt ME, Weisman MH
(eds.). Mosby, Philadelphia 2011; 1825-1837.

9. Taylor AM, Boyde A, Wilson PJ, et al. The role of calcified carti-
lage and subchondral bone in the initiation and progression of
ochronotic arthropathy in alkaptonuria. Arthritis Rheum 2011;
63: 3887-3896.

Reumatologia 2012; 50/4

rych myszy dochodzi do utraty heterozygotycznosci Hgd
w grudkach watroby i przybieraja one posta¢ AKU-podobna
[18]. Ochronoza w tym modelu jest prawdopodobnie spo-
wodowana po czesci powaznymi zmianami patologicznymi
nerek, a poniewaz dochodzi do niej w wyniku spontanicz-
nej mutacji, nie stanowi praktycznego modelu doswiad-
czalnego. Niemniej prowadzone ostatnio doktadne obserwacje
obejmujace okres catego zycia wykazaty obecnos¢ ochronozy
w obrebie stawdw w AKU (HGD—/-) u myszy bez innej pato-
logii. Ochronoza rozwija sie w chrzastce w sposéb analogiczny
do obserwowanego u ludzi (brak publikacji).

Poza dostarczeniem nowego modelu do badah nad pato-
geneza, myszy z AKU postuza za wazny model do badan
skriningowych nowych preparatéw leczniczych. Obecnie naj-
bardziej obiecujacym preparatem jest nityzynon, inhibitor
dioksygenazy kwasu 4-hydroksyfenylopirogronowego, sto-
sowany z powadzeniem do leczenia dziedzicznej tyrozynemii
typu 1 (HT1). Przeprowadzone niedawno badanie kliniczne
nad ustalong AKU wykazato, ze pomimo zmniejszenia ste-
zenia HGA w osoczu 0 ok. 95% w 36 miesiecy terapia nity-
zynonem nie doprowadzita do jakiejkolwiek poprawy
pierwszo- ani drugorzedowych parametréw klinicznych,
w tym zakresu rotacji w stawie biodrowym czy zgiecia kre-
gostupa, prawdopodobnie z powodu istniejgcej, niemoz-
liwej do naprawienia patologii [19]. Nalezy sie spodziewac,
ze wczesna interwencja nityzynonem u pacjentow z AKU,
u ktérych nie doszto jeszcze do ochronozy, powinna zapo-
biec niszczeniu chrzastki i uposledzajacym zmianom zwy-
rodnieniowym stawdw.

Pismiennictwo biomedyczne podaje liczne przyktady na
to, jak badania skrajnych fenotypéw w chorobach monoge-
nicznych przyczynity sie do wyjasnienia patogenezy mole-
kularnej wielu bardziej rozpowszechnionych schorzen. Nale-
7y sie spodziewaé, ze badania nad ochronozg dostarcza
waznych informacji o patogenezie bardziej rozpowszech-
nionych postaci choroby zwyrodnieniowe]j stawéw, szczegblnie
w zakresie zmian biochemicznych i strukturalnych na poczat-
kowym etapie degeneracji zwyrodnieniowej stawow. Koncepdje
te potwierdza fakt, ze w wyniku prowadzonych badan nad
AKU, doszto juz do wyodrebnienia wielu wczesniej niezna-
nych patofizjologicznych cech ludzkiego fenotypu choroby zwy-
rodnieniowe] stawdw. Mozna tu wymieni¢ catkowita resorp-
cje blaszki podchrzestnej [9] oraz beleczkowate wyrosla, nowe
struktury mikroanatomiczne zidentyfikowane po raz pierw-
szy w AKU, gdzie wystepuja w duzych ilosciach, a nastepnie
w chorobie zwyrodnieniowej stawdw, w ktérej wystepuja
z mniejsza czestoscig [20].

Badanie byto finansowane z grantu Big Lottery Fund,
AKU Society, Rosetrees Trust.
Autorzy deklarujg brak konfliktu interesow.



Recent advances in understanding the pathogenesis of ochronosis 323

10. Cox TF, Ranganath L A quantitative assessment of alkaptonuria:
testing the reliability of two disease severity scoring systems.
J Inherit Metab Dis 2011; 34: 1153-62.

11. Taylor AM, Wlodarski B, Prior 1A, et al. Ultrastructural examination
of tissue in a patient with alkaptonuric arthropathy reveals a
distinct pattern of binding of ochronotic pigment. Rheumatol-
ogy 2010; 49: 1412-1414.

12. Orgel JP, Eid A, Antipova O, et al. Decorin core protein (decoron)
shape complements collagen fibril surface structure and medi-
ates its binding. PLoS One 2009; 4(9): €7028.

13. Chow WY, Taylor AM, Reid DG, et al. Collagen atomic scale molec-
ular disorder in ochronotic cartilage from an alkaptonuria patient,
observed by solid state NMR. J Inherit Metab Dis 2011; 34: 1137-
1140.

14. Tinti L, Spreafico A, Chellini F, et al. A novel ex vivo organotypic
culture model of alkaptonuria-ochronosis. Clin Exp Rheumatol
2011; 29: 693-696.

15. Tinti L, Taylor AM, Santucci A, et al. Development of an in vit-
ro model to investigate joint ochronosis in alkaptonuria.
Rheumatology (Oxford) 2011; 50: 271-277.

16. Braconi D, Laschi M, Taylor AM et al. Proteomic and redox-proteomic
evaluation of homogentisic acid and ascorbic acid effects on human
articular chondrocytes. J Cell Biochem 2010, 111: 922-932.

17. Montagutelli X, Lalouette A, Coudé M, et al. AKU, a mutation of
the mouse homologous to human alkaptonuria, maps to chro-
mosome 16. Genomics 1994; 19: 9-11.

18. Taylor AM, A Preston A, Paulk NK, et al. Ochronosis in a murine
model of alkaptonuria is synonymous to that in the human con-
dition. Osteoarthritis Cartilage 2012; 20: 880-886.

19. Introne W), Perry MB, Troendle J, et al. A 3-year randomized ther-
apeutic trial of nitisinone in alkaptonuria. Mol Genet Metab 2011;
103: 307-314.

20. Taylor AM, Boyde A, Davidson JS, et al. Identification of trabecular
excrescences, novel microanatomical structures, present in bone
in osteoarthropathies. Eur Cell Mater 2012; 23: 300-308.

Reumatologia 2012; 50/4




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /sRGB
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /POL <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [1200 1200]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


