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Diagnostyka molekularna wybranych chorob

narzadu wzroku u psow
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z Centrum Badan DNA Sp. z 0.0. w Poznaniu

horoby genetyczne zwierzat stanowig powazny

problem dla hodowcéw. Ich podloze molekularne
najczesciej zwigzane jest z mutacjami punktowymi
(substytucja jednego nukleotydu), delecjami (ubytek
jednego lub kilku nukleotydéw) lub insercjami (wsta-
wienie jednego lub kilku dodatkowych nukleotydéw).
Okreslenie mutacji sprawczej i sposobu dziedziczenia
pozwala na opracowanie i wprowadzenie testéw ge-
netycznych umozliwiajgcych diagnostyke badanych
choréb u zwierzat hodowlanych. Wykrycie mutacji,
bez wzgledu na stadium choroby zwierzecia, stanowi
doskonate uzupetnienie diagnostyki klinicznej. Ma to
szczegblne znaczenie w przypadku chordb dziedzi-
czonych w sposéb recesywny, gdzie wskazanie bez-
objawowych nosicieli mutacji umozliwia ich elimina-
cje z linii hodowlanych.

Choroby dziedziczne narzadu wzroku u pséw sta-
nowia ztoZone zagadnienie. Choroby te sg wieloczyn-
nikowe i dotykaja r6zne sktadowe czesci anatomiczne
oka. Zauwazono, ze niektdre z nich wystepuja u wybra-
nych ras pséw z duza czestoscia. Jednak dla wiekszo-
$ci nadal nie znaleziono skutecznego leczenia. Wsérdd
takich choréb mozna wyr6zni¢: wrodzone (pierwot-
ne) zwichniecie soczewki (primary lens luxation; PLL),
postepujacy czopkowo-precikowy zanik siatkowki
typu 1 (cone-rod dystrophy 1 progressive retinal atro-
phy, CORD1-PRA)) i anomalie oczu u psow rasy collie
(Collie eye anomaly, CEA; 1, 2, 3).

Wrodzone zwichniecie soczewki
(primary lens luxation, PLL)

Soczewka jest czescig uktadu optycznego oka, umiej-
scowiong pomiedzy teczowka a cialem szklistym.
Jej zadaniem jest uzyskanie zmniejszonego, odwro-
conego i wyraznego obrazu w siatkdwece. Jest prze-
zroczysta, pozbawiona naczyn krwiono$nych i wid-
kien nerwowych. Za utrzymanie soczewki w statlej
pozycji (w $rodku Zrenicy) odpowiadaja wtékna ob-
wodki rzeskowej (wiezadto rzeskowe), przytwier-
dzone do réwnika soczewki. Zmiany napiecia tych
widkien regulujg ostros¢ obrazu (1). Wrodzone zwich-
niecie soczewki jest choroba genetyczng, bezposred-
nio zwigzang z zaburzeniami tej czesci oka i obja-
wia sie uszkodzeniem struktury wiokienek wiezadta
rzeskowego. Skutkiem tego jest samoczynne prze-
mieszczanie sie soczewki, najczesciej w kierunku
przedniej czesci oka, co powoduje bdl i uszkodzenia
struktur przedniej komory oka. Konsekwencja dal-
szego rozwoju choroby jest jaskra, a nawet trwata
utrata wzroku (4).

Jak pokazuja dane literaturowe, PLL opisano u 45 ras
pséw, w tym gléwnie u terieréw, jak jack russell teriery,
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bulteriery miniaturowe i teriery tybetanskie. Choro-
ba ujawnia sie rowniez w rasach odlegtych od ras typu
terier, m.in. u australijskich pséw pasterskich, bor-
der collie, owczarkéw niemieckich, shar pei i niektd-
rych ras spanieli. Objawy kliniczne choroby pojawiaja
sie zwykle pomiedzy 2. a 6. rokiem zycia, najczesciej
okoto 4. roku (1, 5).

PLL dziedziczone jest w trybie autosomalno-rece-
sywnym. Dotychczas przeprowadzone badania wska-
zuja mutacje (c.1473+1G>A) genu ADAMTS17 (a disinte-
grin and metalloproteinase with thrombospondintype
1 motif 17), jako silnie zwigzang z inicjacjq PLL (6).
Gen ADAMTS17 psa zlokalizowany jest w chromoso-
mie 3. Sktada sie z 25 eksondw i obejmuje 325828 pz.
Gen ulega alternatywnemu skladaniu, w wyniku
czego powstaja dwa warianty transkryptéw. Pierw-
szy z nich ma dtugo$¢ 6324 pz (biatko: 1126 aa; masa
€z. 124265 Da), natomiast drugi liczy 3285 pz (bial-
ko: 1095 aa; masa cz. 120948 Da). Gen ADAMTS17 ko-
duje biatko o tej samej nazwie, ktore wchodzi w sktad
szerokiej rodziny bialek zwanych adamalizynami
(ADAM). Adamalizyny nalezg do grupy biatek wy-
dzielanych poza macierz komérkowa. Podrodzina
ADAMTS (biatka ADAM z motywami trombospody-
ny) obejmuje 19 metaloproteaz zaleznych od cynku.
Adamalizyny uczestnicza w adhezji komoérek, a tak-
ze w proteolitycznej modyfikacji powierzchni komad-
rek i rozpuszczalnych biatek zewnatrzkomorkowych.
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Biatko ADAMTS17 nalezy do tzw. biatek sierocych -
nie ma jednoznacznie okreslonej funkcji biologicznej
i substratéw (7, 8, 9).

Opisana w PLL substytucja c.1473+1G>A w genie
ADAMTS17 dotyczy pierwszego nukleotydu intronu
10. Lokalizacja tej zmiany na granicy ekson-intron
skutkuje zaburzeniem skladania mRNA z pominie-
ciem eksonu 10. W przypadku transkryptéw zmu-
towanych alleli genu ADAMTS17 ekson 9 jest pola-
czony bezposrednio z eksonem 11, czego efektem
jest przesuniecie ramki odczytu podczas transla-
cji i powstanie przedwczesnego kodonu STOP po-
miedzy domeng metaloproteazy a domeng podobna
do dezintegryny. W rezultacie dochodzi do powsta-
nia skréconego, nie w petni funkcjonalnego produktu
biatkowego (1).

Waznym skladnikiem widkien soczewki jest fibryli-
na 1 - duza glikoproteina wydzielana do macierzy po-
zakomorkowej przez fibroblasty. Wyniki badan suge-
ruja réwniez, ze fibrylina 1 moze by¢ substratem dla
biatka ADAMTS17 u pséw. Brak funkcjonalnego biat-
ka ADAMTS17 uniemozliwia zatem rozwoj i utrzyma-
nie prawidlowej struktury wtékienek wiezadta rzesko-
wego, co czesciowo ttumaczy patofizjologie PLL (3, 10,
11). Schemat analizowanego genu, jak i produktu biat-
kowego wraz z uwzglednieniem zmiany zostal przed-
stawiony na rycinie 1.
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Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy lokalizacje genu ADAMTS17, warianty splicingu

oraz strukture biatka ADAMTS17. Linia ciggta pomiedzy eksonami przedstawia sposob
splicingu. Przerywane linie odwzorowuja introny. Wykaz czesci sktadowych produktu
biatkowego: S - peptyd sygnatowy, PRO — propeptyd, MP — metaloproteaza wigzaca
cynk, Dis - region podobny do dezintergryny, TSP1 — motywy trombospodyny typu 1,
CR- region bogaty w cysteine, Spa — region niekodujacy, PLAC - koricowa domena
proteazy i lakuniny. Opracowanie wlasne na podstawie bazy Ensembl, Farias i wsp. 2010,
Leszczynski i wsp. 2013 oraz Witori i wsp. 2014
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Postepujacy czopkowo-precikowy zanik
siatkowki typu 1 (cone-rod dystrophy 1
progressive retinal atrophy, CORD1-PRA)

Siatkéwka jest btong znajdujaca sie wewnatrz gatki
ocznej, na jej tylnej powierzchni. W jej sktad wchodzi
cze$¢ receptorowa (wzrokowa) i cze$¢ niereceptoro-
wa, pokrywajaca ciato rzeskowe i teczowke. Siatkow-
ka receptorowa zawiera w swojej budowie trzy ro-
dzaje neurondw, odpowiadajgcych za odbiér i analize
obrazu - komoérki wzrokowe, nerwowe dwubieguno-
we oraz nerwowe zwojowe, tworzace nerw wzrokowy
oka. Wyro6znia sie dwa rodzaje komérek wzrokowych
(fotoreceptor6w): precikowe i czopkowe. Tych pierw-
szych jest najwiecej, odpowiadaja za percepcje stabego
$wiatla i rejestruja jedynie czarno-biaty obraz. Komor-
ki czopkowe odbieraja intensywne $wiatto oraz kolo-
ry. Znaczna cze$¢ komoérek wzrokowych zajmuje cen-
tralng czesc¢ siatkowki (14).

Postepujacy czopkowo-precikowy zanik siatkéw-
ki typu 1 jest jedng z mozliwych form postepujace-
go zaniku siatkowki (PRA) i obejmuje wrodzone zwy-
rodnienia siatkowki, skutkujace utrata wzroku (15).
Zespot CORD1-PRA objawia sie zwyrodnieniem foto-
receptor6w oka. Wraz z rozwojem choroby zniszcze-
niu ulegaja najpierw czopki, a potem preciki, w prze-
ciwienistwie do innych choréb genetycznych siatkéwki,
gdzie sytuacja wyglada odwrotnie (16). Czopki odpo-
wiedzialne s3 za percepcje kolorow, tak wiec w pierw-
szej kolejnosci CORD1-PRA prowadzi do utraty zdol-
nosci widzenia barw. W przypadku pdznego stadium
choroby dochodzi do zwyrodnienia precikow i utraty
zdolnosci widzenia w dzien. Choroba wystepuje najcze-
$ciej u jamnikéw miniaturowych oraz springer spanieli
angielskich. Objawy moga pojawic sie juz u kilkumie-
siecznych szczeniat, cho¢ niewykluczone jest ujawnie-
nie choroby w p6Zniejszym wieku. Choroba postepuje
szybko, $lepota dzienna pojawia sie w ciaggu 1-2 lat od
wystgpienia pierwszych objawow (15, 17).

W ostatnich latach zidentyfikowane zostato podto-
ze genetyczne niektérych postaci postepujacego zani-
ku siatkéwki. Badania genu RPGRIP1 (retinitis pigmen-
tosa GTPase regulator interacting protein 1) wskazaty
na jego zwigzek z chorobami narzadu wzroku zaréw-
no u zwierzat, jak i czlowieka. Myszy z nokautem tego
genu wykazuja nieprawidtowosci siatkéwki. Mutacje
w genie RPGRIP1 cztowieka powoduja wrodzong §lepo-
te Lebera typu 6 (LCA), dystrofie czopkowo-precikowa
(CRD), jak réwniez zwyrodnienie barwnikowe siatkow-
ki (RP). U pacjentéw z mutacjami genu RPGRIP1 zaréw-
no preciki, jak i czopki ulegaja zwyrodnieniu, co pro-
wadzi do powaznej utraty ostrosci centralnej juz we
wczesnym okresie zycia (2, 15).

Gen RPGRIP1 zlokalizowany jest u pséw w chromo-
somie 15, obejmuje 25 eksondw, a jego dtugos¢ wynosi
70739 pz. Koduje on bialko fotoreceptora, o tej samej
nazwie. W efekcie alternatywnego skladania tego genu
powstaja cztery transkrypty: 3904 pz (biatko: 1209 aa,
masa cz. 136041 Da) 2735 pz (biatko: 589 aa, masa cz.
65741 Da), 2143 pz (biatko: 631 aa, masa cz. 70852 Da),
1768 pz (biatko: 212 aa, masa cz. 23758 Da; 7).

CORD1-PRA jest chorobg psow dziedziczong w spo-
s6b autosomalny recesywny, zwigzang z mutacja

Zycie Weterynaryjne * 2018 « 93(10)



PRACE KLINICZNE | KAZUISTYCZNE

gen RPGRIP1

15 |

chr1s | I

k

ALLEL PRAWIDLOWY

Ekson 2

Ekson 3 ]- ==

ALLEL Z MUTACJA

--[ Ekson 2

DUPLIKACJA 15pz

Ekson 3

rg
INSERCJA 29A

insercja 44pz
g.8228_8229insA2Z9GGAAGCAACAGGATG

-

Bialko prawidlowe

Bialko z mutacja

LSWKQQDE

Ekson 2/Ekson 3
-------------------------------------- IKRMRTALLRL

LSWKQQDEKKKKKKKKKGSNRMRSKIGRGPRCSG*

zmieniona ramka odczytu i przedwczesna terminacja *

Ryc. 2. Schemat przedstawiajacy strukture chromosomu 15 psa, genu RPGRIP1, miejsce zmiany g.8228_8229insA29GGAAGCAACAGGATG oraz lokalizacje

>

i charakter zmiany w produkcie biatkowym. Przerywane linie pomiedzy eksonami odwzorowujg introny. Szara ramka otaczajaca sekwencje biatkowa wskazuje
aminokwasy bezposrednio sasiadujace z miejscem splicingu. Opracowanie wlasne na podstawie bazy Ensembl oraz Mellersh i wsp. 2006

2.8228_ 8229insA29GGAAGCAACAGGATG w obrebie
eksonu 2 genu RPGRIP1. Zmiana ta ma charakter insercji
4/, par zasad, gdzie wbudowaniu ulega fragment zbu-
dowany z 29 powtdrzen adeniny (poliA29) otoczonych
przez duplikacje 15 par zasad. Pojawienie sie mutacji
skutkuje przesunieciem ramki odczytu, powstaniem
kodonu STOP w poczatkowym fragmencie eksonu 3
i w konsekwencji skrdceniem produktu biatkowego. Fe-
notypowym skutkiem jest niedobdr biatka fotorecep-
tora (15). Schemat lokalizacji genu RPGRIP1 i charakter
zmiany zostaly przedstawione na rycinie 2.

Anomalia oczu u psow rasy collie
(collie eye anomaly, CEA)

Rozwoj oka kregowcow stanowi skomplikowany pro-
ces obejmujacy wiele rodzajow tkanek embrionalnych.
Wiele zaburzen oczu moze wynikac z niewtasciwej in-
dukcji, migracji, proliferacji lub réznicowania tkanki
oczodotu podczas rozwoju zarodkowego. U pséw naj-
cze$ciej badanym zespotem bedgcym wada wrodzong
o charakterze malformacji jest CEA. Nazwa pochodzi
od rasy owczarkow szkockich collie, u ktorej opisa-
no chorobe, lecz wystepuje ona tez u innych ras, jak:
owczarek australijski, dlugowlosy whipett, retriever
z Nowej Szkocji, owczarek szetlandzki, border collie,
owczarek szkocki dlugowlosy czy owczarek szkocki
krotkowtlosy (18).

CEA jest spowodowana nieprawidlowym rozwo-
jem galki ocznej od ok. 30. dnia zycia embrionalnego.
Pierwsze objawy zaobserwowano w zarodkach 35 mm,
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jako strukture przypominajaca rozete w poblizu tar-
czy nerwu wzrokowego. Po narodzinach psa badanie
oftalmoskopowe (badanie dna oka) moze ujawnic rézne
defekty w zaleznosci od stopnia zaburzen w poszcze-
gélnych warstwach oka. NajczeSciej sa to wady na-
czyniowki, jednak zdarzajg sie przypadki wystepowa-
nia nieprawidtowych naczyn krwiono$nych w innych
warstwach. Naczyniowka (choroidea) stanowi tylny
fragment blony naczyniowej gatki ocznej. Jest boga-
to unaczyniong strukturg o budowie warstwowej. Jej
rola jest dostarczanie tlenu i zwigzkéw odzywczych
do siatkéwki poprzez krew, a w konsekwencji pod-
trzymywanie w niej proceséw zyciowych (19). Bada-
nie histopatologiczne fragmentéw tkanki zmienionych
chorobowo wykazuje mniejsza zawartos¢ pigmentu
w nabtonku barwnikowym i naczynidwce, mniejsza
ilo$¢ naczyn krwiono$nych niz w zdrowej siatkowce
oraz zwldéknienia naczyniéwki. U 25% pséw dotknie-
tych CEA wystepuje postac ciezka objawiajaca sie kre-
toscig naczyn krwionosnych, krwawieniem wewngtrz-
gatkowym, brakiem czesci siatkowki lub teczéwki czy
odwarstwieniem siatkéwki. Heterogenno$¢ objawéw
fenotypowych wywieranych przez rézne defekty i ich
zmienno$¢ w zaleznosci od wieku zwierzecia wiaza sie
ze znacznymi trudnos$ciami w diagnostyce klinicznej
tej choroby (20).

Analiza sekwencji gendw kandydujacych wsrdd cho-
rych psow wykazala, ze u wszystkich obecna jest duza
delecja w genie NHEJ1 (non-homologous end joining fac-
tor 1 gene), zlokalizowanym w chromosomie 37. (loka-
lizacja chromosomowa: 37:25,633,562-25,719,307). Gen
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Ryc. 3. Lokalizacja chromosomowa genu NHEJT oraz schematyczne ujecie mutacji ¢.588+462_588+8260del7799. Przerywane linie pomiedzy eksonami
odwzorowuja introny. Opracowanie wtasne na podstawie bazy Ensembl oraz Parker i wsp. 2007
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NHEJ1 sktada sie z 9 eksonéw, obejmuje 85745 par za-
sad i koduje biatko, posredniczace w procesie rekom-
binacji niehomologicznej podczas uszkodzen DNA.
Biatko NHEJ1 sklada sie z 299 aminokwaséw (masa
cz. 33727 Da) i jest komponentem kompleksu ligazy
DNA 1V, wspdlnie z biatkami XRCC4 i LIG4. Charak-
terystyczna dla CEA delecja w intronie 4 genu NHEJ1
obejmuje 7,8 kpz (c.588+462_ 588+8260del7799) (ryc. 3).
Pomimo Ze jest to region niekodujacy, zawiera wyso-
ko konserwatywne elementy, wigzace bialka regula-
torowe, wazne podczas rozwoju mezodermalnego plo-
du. Do tych czynnikow transkrypcyjnych naleza TBP,
HFH1-3, SQUA i ATHB1 (ryc. 4). Zachwianie regulacji
transkrypcji poprzez delecje w tym regionie skutkuje
wystapieniem choroby. Wymienione biatka regulato-
rowe sg niezbedne w rozwoju zarodkowym dotknie-
tej chorobg czesci oka. Wsrod ssakow zaobserwowano
znaczng konserwatywno$¢ fragmentu intronu 4 genu
NHE]J1, co potwierdza istotne znaczenie tego regionu
w rozwoju oka (7, 20, 21).

CEA jest dziedziczona w sposob autosomalno-re-
cesywny i objawy wystepuja tylko u zwierzat homo-
zygotycznych. Kliniczna diagnostyka CEA jest bardzo
trudna. U szczenigt powyZej 3. miesigca zycia wyste-
puje zjawisko ,,go normal”, polegajace na maskowaniu
zwyrodnien naczyniowki przez rozwijajacy sie nabto-
nek barwnikowy siatk6wki (20).

Podsumowanie

Uzyskiwanie zwierzat o okreslonych cechach fenoty-
powych stanowi nadrzedny cel hodowli i w najprost-
szej formie opiera sie na selekcji osobnikéw i kontro-
lowanym doborze reproduktoréw. Okreslenie genotypu
osobnikow przeznaczonych do rozmnazania jest zatem
istotne z hodowlanego punktu widzenia. Wykonanie
badan genetycznych we wczesnym okresie zycia psa
pozwala na diagnozowanie chordb jeszcze przed wy-
stapieniem objawdw, a co za tym idzie wprowadzenie
wczesnej profilaktyki lub podawanie lekéw opdZnia-
jacych wystapienie objawow.

Badanie DNA stanowi doskonate uzupelnienie ba-
dan klinicznych, a w przypadku gdy diagnoza kli-
niczna jest utrudniona, ze wzgledu na nieswoistos¢
i heterogenno$¢ objawow choroby czy ich maskowa-
nie (jak w przypadku CEA), stanowi jedyne skuteczne
narzedzie diagnostyczne. Testy genetyczne umozli-
wiaja ponadto identyfikacje nosicieli, co ma ogromne
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Ryc. 4. Poréwnanie fragmentu konserwatywnego regionu w intronie 4, ulegajacego delecji u psow dotknietych CEA, dla psa i 7 gatunkow

innych ssakow. Zaznaczono miejsca wigzania biatek regulatorowych. Szarym obszarem zaznaczono miejsca zmienne. Canis lupus familiaris
NC_006619.3:c25719241-25637214; Mus musculus NC_000067.6:c75125226-74967346; Rattus norvegicus NC_005108.4:¢82327923-82230230; Bos taurus
AC_000159.1:c107834965-107742904; Homo sapiens NG_007880.1:5001-90542; Felis catus NC_018730.2:¢203629824-203547857; Macaca mulatta NC_02
7904.1:¢101292307-101202915; Pan troglodytes NC_006470.4:c110081464-109994834. Opracowanie wlasne na podstawie Parker i wsp. 2007
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znaczenie dla ograniczania rozprzestrzenienia sie
choroby w hodowli. W tabeli 1 przedstawiono mozliwe
genotypy i fenotypy potomstwa otrzymanego w wy-
niku kojarzenia osobnikéw chorych i bedacych bez-
objawowymi nosicielami opisywanych w niniejszej
pracy chordb, dziedziczonych w sposéb autosomal-
no-recesywny (22).

Gdy hodowca zdecyduje sie na utrzymanie po-
tencjalnego nosiciela w hodowli, skojarzenie takie-
go osobnika z osobnikiem zdrowym nie jest obcigzo-
ne ryzykiem wystgpienia choroby w miocie. Jednakze
potowa sposrod potomstwa bedzie nadal nosicielami
zmutowanego allelu. Znajomos¢ genotypow zwierzat
hodowlanych pozwala na $wiadome i bezpieczne ko-
jarzenie, a w efekcie zapobiega wystapieniu choroby
wsr6d potomstwa.

Niniejsza praca przedstawia jedynie niektdre ze
scharakteryzowanych do tej pory choréb narzadu
wzroku u psow. Dotyczg one réznych struktur w ob-
rebie oka, maja niejednorodny charakter i przebieg.
U wielu z nich nadal poszukuje sie podltoza moleku-
larnego. Identyfikacja mutacji powigzanych z inicja-
cja poszczegolnych chordb umozliwia opracowanie te-
stow genetycznych. Diagnostyka genetyczna moze by¢
z powodzeniem traktowana jako uzupetnienie badz al-
ternatywa dla diagnostyki kliniczne;j.

Projekt wspétfinansowany ze Srodkéw Unii Europejskiej
w ramach Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego. Dotacje na innowacje — Inwestujemy

w Waszq przysztosc.
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Tabela 1. Przewidywane genotypy otrzymane w wyniku kojarzenia poszczegélnych
genotypow w autosomalno-recesywnym trybie dziedziczenia. Opracowanie wtasne na
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