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ierwotne zwichniecie soczewki u psé6w (primary

lens luxation — PLL) jest dziedziczng chorobg oczu,
ktéra zostata opisana juz ponad 85 lat temu (1). Choro-
ba wystepuje u psow réznych ras (2, 3, 4), jednak naj-
czesciej zdarza sie wsrod terierdw: bulterieréw minia-
turowych, jack russell terieréw, terieréw tybetanskich,
lancashire heeleréw, parson russell terieréw, patter-
dale terieréw, rat terier6w, sealyham terieréw, szpicow
wioskich, toy foksterierow, terieréw walijskich, fokste-
rierow szorstkowlosych, yorkshire terier6w i niemiec-
kich terieréw mysliwskich. Najwiecej nosicieli defektu
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i chorych osobnikéw obserwuje sie wsrdd bulterieréw
miniaturowych (3, 4, 5). Znacznie rzadziej opisywa-
ne sg przypadki zachorowan wsrdd shar pei, grzywa-
czy chinskich, border collie czy australijskich pséw
pasterskich (2, 6).

Pierwotne zwichniecie soczewki w wiekszos$ci przy-
padkoéw zostaje zdiagnozowane dopiero po wystgpieniu
widocznych objawdw, czyli przesunieciu soczewki, do
ktorego dochodzi zwykle w p6Zniejszym wieku zycia
psa. Ze wzgledu na ten fakt defekt rozprzestrzenit sie
wsrod wielu ras. Wysoka czesto$¢ zachorowan sklania

625



PRACE POGLADOWE

The incidence of ¢.1473+1G>A mutation in the ADAMTS17 gene in canine
breeds predisposed for primary lens luxation (PLL) in Polish kennels
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Antosik P.?, DNA Research Center Ltd., Poznar', Division of Horse Breeding,
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This article aims at the presentation of genetic background of an important
ocular disorder in dogs. Primary lens luxation (PLL) is an inherited and painful
eye disease in dogs. In most cases, it is diagnosed only at the period of visible
symptoms - the shift of the lens, which usually occurs in older dogs. The
incidence of PLL among dogs in Polish kennels has not been described so
far, nor the percentage of carriers of this genetic disorder. In our study, we
showed a high incidence of ¢.1473+1G>A mutation in the ADAMTS17 gene
in the examined dog breeds (46.22%). Frequent occurrence of this mutation
in miniature bull terriers (57.53%), has been observed.. Out of 73 tested dogs,
41 were carriers of the mutation, which makes 56.16%. One individual was
characterized as a homozygous. The aim of our study was to determine the
incidence of ¢.1473+1G>A mutation in the ADAMTS17 gene, associated with the
occurrence of PLL, in the group of different canine breeds from Polish kennels.

Keywords: primary lens luxation, genetics, dogs breeds, Polish kennels.
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do poszukiwania metod diagnostycznych, ktére pozwo-
lityby ograniczy¢ wystepowanie choroby.

Rozwdj metod biologii molekularnej umozliwit zi-
dentyfikowanie molekularnego podloza tego defektu.
W 2007 r. Sargan i wsp. (3), badajac chore psy ras bul-
terier miniaturowy oraz lancashire heeler i analizujac
allele markeréw mikrosatelitarnych, wykazali silng nie-
réwnowage sprzezen i asocjacje choroby z odcinkiem
6.3 Mbp w centralnym regionie chromosomu 3. Z ko-
lei w 2009 r. zesp6t naukowcow z Uniwersytetu Misso-
uri (USA) prowadzony przez Dr G. Johnson i E. Giulia-
no, we wspotpracy z zespotami D. Sargan (Uniwersytet
w Cambridge, UK), D. Gould (Davies Veterinary Specia-
list, UK) i C. Mellersh (Animal Health Trust, UK) ziden-
tyfikowali w chromosomie 3. mutacje c.1473+1G>A w ge-
nie ADAMTS17, jako odpowiedzialng za wystepowanie
pierwotnego zwichniecia soczewki (7). Substytucja ta
powoduje powstanie donorowego miejsca splicingu
w czesci 5” intronu 10, co skutkuje powstaniem skrdco-
nej formy biatka ADAMTS17, metaloproteinazy z moty-
wem trombospondyny typu pierwszego. Mutacje te zi-
dentyfikowano réwniez u innych ras, gtdwnie terierow,
a takze u australijskich pséw pasterskich (2).

W nastepstwie defektu dochodzi do uszkodzenia
struktury widkienek wiezadta rzeskowego, ktére la-
czg soczewke z cialem rzeskowym. Postepujace zry-
wanie widkienek skutkuje zwiekszong chybotliwoscig
soczewki, a nastepnie dochodzi do zerwania wszyst-
kich widkienek i przemieszczenia soczewki do przedniej
komory oka lub do ciala szklistego, co okresla termin
zwichniecie. Towarzyszy temu nagly bél, zaczerwie-
nienie, wzrost ci$nienia w oku, deformacja teczéow-
ki oraz uszkodzenie siatkowki. Deformacja Zrenicy
i utrudniony odptyw cieczy wodnistej z tylnej komo-
ry oka czesto prowadzi do wystapienia jaskry, a cza-
sami §lepoty. Pierwsze objawy Kkliniczne pojawiaja sie
u zwierzat w wieku 2-6 lat (3). Finalnie zwichniecie

soczewKi jest zawsze obustronne, przy czym do prze-
suniecia soczewki w drugim oku dochodzi zwykle kil-
ka tygodni pézniej niz w pierwszym (3).

W przypadku przemieszczenia soczewki do przed-
niej komory oka leczenie polega na chirurgicznym jej
usunieciu, dzieki czemu likwiduje sie objawy jaskry.
Wynik leczenia uzalezniony jest w duzej mierze od
wczesnej diagnozy oraz czasu interwencji. W wyni-
ku usuniecia soczewki zwierze odzyskuje mozliwos¢
widzenia, lecz staje sie ono mato ostre. W przypadku
przemieszczenia soczewki do ciala szklistego rzadko
dochodzi do powazniejszych komplikacji, stad tez nie
jest wymagany zabieg chirurgiczny, a jedynie leczenie
farmakologiczne, ktérego celem jest zwezenie Zreni-
cy zapobiegajace przemieszczaniu si¢ zwichnietej so-
czewki do przedniej komory oka.

Odpowiedzialna za wystapienie pierwotnego zwich-
niecia soczewki mutacja w genie ADAMTS17 ma charak-
ter substytucji G>A w miejscu pierwszego nukleotydu
intronu 10 (c.1473+1G>A). Powoduje ona alternatyw-
ne skladanie mRNA, gdzie ekson 10 zostaje pominie-
ty i dochodzi do przesuniecia ramki odczytu oraz po-
wstania przedwczesnego kodonu STOP. Skutkuje to
powstaniem skroconego produktu biatkowego (2, 7).

Pierwotne zwichniecie soczewki dziedziczone jest
W sposéb autosomalnie recesywny, co oznacza, ze aby
wystgpita choroba, niezbedna jest obecnos¢ dwdch wa-
dliwych kopii genu. Istnieja jednak doniesienia na temat
przypadkéw pséw z objawami zwichniecia soczewki,
bedacych heterozygotami c.1473+1G>A. Dla wiekszosci
ras ryzyko zachorowania dla nosicieli pojedynczej ko-
pii zmutowanego genu ADAMTS17 jest niskie, natomiast
w przypadku bulterieréw miniaturowych oszacowano
je na 2-20% (7). Stad wniosek, ze podloze molekular-
ne i aktualny model dziedziczenia nie s do korica ja-
sne. Z badan przeprowadzonych przez Gharahkhani
i wsp. (6) wynika, Ze u osobnikow heterozygotycznych
choroba rozwija sie pdzniej niz u homozygotycznych.
Dane wskazujg takze na to, ze ryzyko pojawienia sie
zwichniecia soczewki wzrasta wraz z wiekiem, cho-
ciaz obserwuje sie wyjatki, gdzie choroba rozwija sie
juz u pséw bardzo mtodych. Sugeruje to istnienie in-
nych czynnikow ryzyka, jak warianty sekwencji DNA
badz czynniki Srodowiskowe, ktére mogg wptywac na
ostateczny obraz kliniczny choroby.

Diagnostyka pierwotnego zwichniecia soczewki jest
trudna, poniewaz pierwsze objawy choroby zwykle
pojawiaja sie dopiero u dorostych osobnikow w wieku
2-6 lat (3). Utrudnieniem jest rowniez obecnosc¢ bezob-
jawowych nosicieli. Zwierzeta takie znajduja sie w gru-
pie niskiego ryzyka zachorowania, ale moga przeka-
zywaé mutacje potomstwu. Brak mozliwos$ci latwego
wykrycia nosicieli i dopuszczanie do rozrodu osobnikéw
bardzo mlodych jest przyczyng pojawienia si¢ w hodow-
lach zwigkszonego odsetka pséw obcigzonych ta wada.

Rozpoznanie polega na przeprowadzeniu badan oku-
listycznych, ktére wskaza ewentualne wady i zaburze-
nia narzadu wzroku. U nosicieli zaleca sie okulistyczne
badanie oczu co 6-12 miesiecy, poczynajac od 2. roku
zycia (5). U homozygot z mutacja, u ktérych z duzym
prawdopodobienstwem rozwinie sie choroba, zaleca sie
badanie oczu co 6 miesiecy, zaczynajac od 18. miesigca
zycia, zeby mozliwie jak najszybciej wykry¢ objawy (5).
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Dzigki zidentyfikowaniu mutacji odpowiedzialnej za
wystapienie choroby mozliwe bylo zastosowanie metod
molekularnych do jej wykrywania i opracowanie testu
opartego na badaniach DNA w kierunku predyspozycji
genetycznych. Dzieki wykonaniu takiego badania ho-
dowcy moga prowadzi¢ hodowle w sposéb kontrolowa-
ny, dobierajac do rozrodu osobniki wolne od mutacji.

Cel pracy

Celem pracy byta préba okreslenia czestosci wystepo-
wania mutacji c.1473+1G>A w genie ADAMTS17 zwigzanej
Z wystepowaniem pierwotnego zwichniecia soczew-
ki, w grupie pséw réznych ras pochodzacych z pol-
skich hodowli.

Materiaty i metody

Grupe badang stanowito 106 pséw nastepujacych ras:
bulterier miniaturowy, grzywacz chinski, jack russell
terier, parson russell terier, yorkshire terier, foksterier
i australijski pies pasterski. Wszystkie psy pochodzity
z polskich hodowli. Materialem do badan byly izola-
ty DNA uzyskane z wymazow lub prébek krwi pobra-
nych od badanych zwierzat. DNA byl izolowany me-
toda kolumienkowg za pomoca zestawow NucleoSpin
(Marcherey Nagel) wedtug zalecen producenta. Bada-
nia przeprowadzono metodg PCR z uzyciem starteréw:
F 5" CTTCTTGCCTTCTCTTGACTGACAGA i R—-5’CGACA-
GAAGCCAGATGCTCCT (3) amplifikujacych fragment
genu ADAMTS17 o dtugosci 285 pz. Reakcje PCR prze-
prowadzono w objetosci 25 pl, zawierajacej: po 0,4 nM
kazdego ze starteréw, 12,5 ul Go Taq® Green Master
Mix 2X (Promega), 8 pl H,0 oraz 2,5 nl DNA. Reakcje
PCR przeprowadzano wedlug nastepujacego progra-
mu: denaturacja wstepna 95°C przez 5 min, nastep-
nie 35 cykli: 95°C przez 5 min, 60°C przez 45 s, 72°C
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przez 1 min, a konncowe wydtuzanie prowadzono przez
5 min 72°C (Bio-Rad T100™ Thermal Cycler). Uzyska-
ne produkty PCR poddawano sekwencjonowaniu me-
toda Sangera (ABI 3730 DNA Analyzer).

Wyniki i oméwienie

Pierwotne zwichniecie soczewki jest istotnym proble-
mem w hodowli pséw, gléwnie terierowatych. Obec-
no$¢ w populacji hodowlanej bezobjawowych nosicieli
mutacji predysponujacej do wystapienia tego zabu-
rzenia, w polgczeniu z faktem, ze choroba klinicznie
ujawnia sie u zwierzat dojrzatych, w wielu przypad-
kach juz po okresie rozrodu, powoduje jej utrzymanie
i rozprzestrzenienie w populacji. Doniesienia nauko-
we (2, 3) wskazuja, ze czesto$¢ wystepowania mutacji
w niektdrych rasach jest szczegdlnie wysoka.

Aby ograniczy¢ rozprzestrzenianie sie choroby, na-
lezatoby wytaczy¢ osobniki zaréwno homozygotycz-
ne, jak i heterozygotyczne z rozrodu. Taka strategia
Z jednej strony przyniostaby szybka eliminacje defektu
odpowiedzialnego za pierwotne zwichniecie soczew-
ki z puli genowej, z drugiej strony jednak doprowa-
dzilaby do drastycznej redukcji réznorodnosci gene-
tycznej. Wraz z eliminacja wadliwego genu mozliwe
jest utracenie innych, pozadanych cech fenotypowych.
Dodatkowo istnieje ryzyko pojawienia sie w tak ogra-
niczonych hodowlach innych, nowych niepozadanych
zjawisk, w tym choréb dziedzicznych.

Czesto$¢ wystepowania pierwotnego zwichniecia so-
czewki wsrdd pséw w polskich hodowlach nie zostata
dotychczas opisana, podobnie jak odsetek nosicieli de-
fektu. W przeprowadzonym badaniu wykazaliSmy wy-
soka czesto$¢ wystepowania mutacji c.1473+1G>A w ge-
nie ADAMTS17 u badanych ras pséw (46,22%) (ryc. 1, 2).
Szczegdlnie czeste wystepowanie mutacji zaobserwo-
wali$my u bulterieréw miniaturowych (57,53%), ktore
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CTTCTGCAGAAACATGG AGRJITAAGCAGCCACCG

Ryc. 1.

Przyktad wyniku sekwencjonowania

metodg Sangera, przedstawienie identyfikacji
mutacji ¢.1473+1G>A w genie ADAMTS17

w uktadzie heterozygotycznym

190 200 2160
CTTCTGCAG AAACATGG AGIAITAAGCAGCCACCG

Ryc. 2.
* Przyktad wyniku sekwencjonowania

T T T ? T metodg Sangera fragmentu genu ADAMTST17.

Zidentyfikowano homozygote
z mutacjg ¢.1473+1G>A
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Tabela 1. Czestos$¢ wystepowania mutacji ¢.1473+1G>A w genie ADAMTS17 wsrod psow

w polskich hodowlach

Genotypy
Rasa Liczba przebadanych psow

GG GA AA
Bulterier miniaturowy 73 31 41 1
Grzywacz chinski 7 3 4 0
Jack russell terier 10 8 1 1
Parson russell terier 1 1 0 0
Yorkshire terier 1 1 0 0
Australijski pies pasterski 2 1 1 0
Foksterier 2 2 0 0
RAZEM 106 57 47 2

Obserwowane genotypy: GG — homozygota bez mutacji; GA - heterozygota, nosiciel
mutacji; AA — homozygota z mutacja

stanowily najliczniejsza grupe wsréd badanych ras.
Na 73 przebadane psy az 41 bylo nosicielami mutacji,
co stanowi 56,16%, a jeden osobnik byt homozygota
(tab. 1). Podobnie w innych doniesieniach naukowych
rasa bulterieréw miniaturowych réwniez jest wskazy-
wana jako najbardziej obcigzona pierwotnym zwichnie-
ciem soczewki (3, 4, 5). W badaniach Goulda i wsp. (2)
mozna znalez¢ dane podsumowujace badania gene-
tyczne w kierunku zwichniecia soczewki wsréd psow
réznych ras z dwdch populacji: brytyjskiej, przeprowa-
dzane przez Animal Health Trust (AHT) i pétnocnoame-
rykanskiej, przeprowadzane przez Orthopedic Founda-
tion for Animals (OFA). Wedtug tych autoréw najwyzszy
odsetek pséw z mutacjg dotyczyl rowniez bulterierdéw
miniaturowych. Wedtug danych AHT wsréd bulterie-
réw miniaturowych na 158 badanych pséw 74 posiadaty
wadliwy gen, co stanowilo 46,84% populacji. Wedlug
danych OFA na 1086 przebadanych pséw 550 byto no-
sicielami mutacji, co stanowilo 50,64% grupy badanej.
Nasze badanie wykazato podobna czesto$¢ wystepowa-
nia mutacji c.1473+1G>A w genie ADAMTS17 u psOw rasy
bulterier miniaturowy w hodowlach polskich.
Odsetek pséw z mutacja jest duzy, stad wylaczenie
wszystkich obciazonych pséw z rozrodu bytoby proble-
matyczne. Dlatego obecnie Animal Health Trust zaleca

hodowcom rozwazenie udziatu w rozrodzie wszystkich
ps6w, niezaleznie od ich genotypu. Jednak homozygoty
z mutacjg i nosiciele mutacji powinni by¢ kojarzeni tylko
z osobnikami, u ktérych w badaniu genetycznym wy-
kluczono mutacje w genie ADAMTS17. Ponadto u wszyst-
kich szczeniat, ktérych cho¢ jeden z rodzicéw byl nosi-
cielem tego defektu, zaleca sie¢ wykonanie badania pod
katem mutacji, dzieki czemu mozliwa jest identyfikacja
kolejnych nosicieli, a tym samym na wczesnym etapie
hodowli hodowca bedzie mégt zdecydowac o sposobie
jej prowadzenia. Wyniki badan wskazuja, Ze hodowcy
stosuja sie do zalecer Animal Health Trust, poniewaz
pomimo duzej liczby osobnikéw heterozygotycznych
stosunkowo mato jest osobnikéw homozygotycznych.
Hodowcy, znajac genotypy swoich reproduktorow, nie
kojarzg pomiedzy sobg osobnikéw z mutacja.
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