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Abstrakt

Prace pojednava o nejvyznamnéjSich dédi¢nych metabolickych onemocnénich u ps.
V préci jsou shrnuty zakladni poznatky o osmi dédi¢nych metabolickych poruchach,
které zahrnuji deficit pyruvat dehydrogendza fosfatazy 1 (PDP1), deficit
fosfofruktokinazy (PFKD), deficit pyruvatkinazy (PK Def.), cystinurii, fukosidozu,
L-2-HGA acidurii, GM1-gangliosidozu a toxikozu médi (CT). U jednotlivych chorob
je uvedena zakladni charakteristika, klinicky obraz, genetické pozadi a moZnosti
soucasné diagnostiky a 1é¢by. VéEtsina téchto onemocnéni mé stejné genetické pozadi
a klinické projevy jako u ¢loveka, proto slouzi psi jako zvifeci modely pro vyvijeni

uc¢innych lécebnych postupt u lidské populace.

Kli¢ova slova: Metabolickd onemocnéni, pes, dédicné poruchy, mutace, autozomalné

recesivni dédi¢nost

Abstract

The thesis deals with the most important inherited metabolic diseases in dogs. The
thesis summarizes basic findings about eight inherited metabolic diseases, including
pyruvate dehydrogenase phosphatase 1 deficiency (PDP1), phosphofructokinase
deficiency (PFKD), pyruvate kinase deficiency (PK Def.), cystinuria, fucosidosis,
L-2-HGA aciduria, GM1-gangliosidosis and copper toxicosis (CT). Essential
characteristic, clinical view, genetic background and possibilities of current
diagnostics and treatment are stated for each disease. Most of these disorders have
the same genetic background and clinical symptoms like in the humans, which is
why dogs serve as animal models for the development of the therapeutic methods for

the human population.

Keywords: Metabolic diseases, dog, inherited disorders, mutation, autosomal

recessive inheritance
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1. Uvod

Vétsina metabolickych poruch je dédéna autozomalné recesivné, takze
prenasec (heterozygot) zlstava klinicky zdravy, ale pfena$i mutovanou alelu na své
potomky. Pokud dojde ke kryti dvou heterozygotd, narodi se nemoci postizeny
jedinec (recesivni homozygot). V chovnych stanicich by proto méli byt kiizeni pouze
zdravi psi, ktefi nezatizi sva Sténata defektni alelou. V soucasné dobé€ je u vétSiny
plemen dostupny geneticky test, ktery podminujici mutace odhali a heterozygoty je

mozné Z chovu vytadit.

Enzymy pyruvat kindza (PK), fosfofruktokindza (PFK) a pyruvat
dehydrogendza fosfataza 1 (PDP1), které se tiastni metabolismu sacharidii, jsou pro
organismus nezbytné. Sacharidy pfedstavuji pro organismy dulezity zdroj energie
a chyba pfi jejich zpracovani ma véazné disledky. Deficit glykolytickych enzymi
(PK, PFK) zpiisobuje nesnasenlivost fyzické zatéze a specificka 1é¢ba dosud nebyla
navrzena. Deficit PDP1 =zapiiini nizkou aktivitu pyruvatdehydrogenazového
komplexu (PDHc), a tim nizkou energetickou vynosnost citratového cyklu

a laktatovou acidozu.

Fukosidoza a GMI-gangliosidéoza jsou velmi zavaznd lysozomalni
onemocnéni (lysosomal storage disease, LSD), pfi nichz se ukladaji nerozlozené
metabolity v organismu, hlavné ve tkanich nervové soustavy. Tato onemocnéni se

projevuji brzkym nastupem klinickych ptiznakti a ma;ji fatalni nasledky.

Toxik6éza médi (CT) je zplsobena chybéjicim proteinem MURRI, ktery
odbourava nadbytecnou méd’ a ta je dal odvadéna z téla Zlu¢i. Nejvyssi hromadéni
médi bylo prokdzané v jatrech. Toxikéze je mozné ptfedchdzet podavanim zinku,

ktery ptisobi jako antagonista médi.

Cystinurie je porucha vV transportu aminokyseliny cystinu, spole¢né
S ornitinem, lysinem a argininem (souhrnné oznacované zratkou COLA). Cystin se
hromadi v moc¢i, kde je kvili jejimu kyselému pH Spatné€ rozpustny a tvoii kaménky
a krystaly — urolity. Lécba tioproninem pomaha zvysovat rozpustnost cystinu v moci

a pfedchazi tak urolitiaze.



L-2-HGA je nejCastéji diagnostikovana u plemene staffordsSirsky bulteriér
a zpusobuje ji nedostatek enzymu L-2-hydroxyglutarat dehydrogenazy. Nerozlozeny
L-2-hydroxyglutarat je ve vétSim mnozstvi pro organismus toxicky a dochéazi ke

zménam v mozkové tkani.
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2. Mutace DNA

Mutace DNA je zména v fetézci DNA, ktera byva spojena pomérné vzacné
s chybou pfi replikaci DNA (mutace spontanni) a hojnéji byva zpusobena vlivem
vngjSich ¢initeld — mutagenti. Mohou jimi byt fyzikalni faktory (zafeni — rentgenové,
ultrafialové) a chemické faktory (silna oxidacni ¢inidla, latky schopné vmezeftit se do
zlabkl ve struktute DNA, alkyla¢ni ¢inidla apod.). Uvedené mutageny poskozuji

genotyp a pusobi genotoxicky (Rosypal, 2003).

Mutace zlstavaji zachované pti déleni bunék a pienasi se tak na potomstvo.
Povahu mutace a vliv na postizeného jedince popisuje genotyp a fenotyp. Genotyp je
termin, ktery popisuje mutaci z genetického hlediska a pfimo 1 gen, ktery mutace
postihla. Fenotyp oznacCuje projev mutace u postizeného. Organismus, kterému
zistava fenotyp nezménény, se nazyva divoka forma (wild type). Organismus, jehoZ
bézny fenotyp ovlivnila mutace, se oznacuje jako mutant. Jedince zpravidla ovlivni
pouze takové mutace, které jsou umisténé v kodujici oblasti genu. Mutace
v nekodujicich nebo intergennich oblastech obvykle nemivaji na jedince zadny vliv

(Fletcher and Hickey, 2013).

Mutace se podle svého rozsahu déli na bodové mutace a mutace rozsahlejSich
oblasti (gross mutation). Bodové mutace spocivaji ve zméné jedné samotné baze.
Miizeme je rozdélit podle dusledkii na kodovaném proteinu na mutace meénici smysl
(missense mutation), které jsou spojené se zménou jedné baze kodonu - postihuji
bazi, ktera v kodonu stoji na jednom z prvnich dvou mist. Vysledna aminokyselina se
tudiz zméni. VéEtsina proteind toleruje drobné zmény v poradi aminokyselin, ale pro
nekteré je struktura dulezitda a u takovych maji Skodlivy vliv na funkci a mize

vznikat mutovany fenotyp (Snutsad and Simmons, 2009).

Dalsim typem jsou nesmyslné mutace (nonsense mutation), které z kodonu
kédujictho aminokyselinu vytvofi terminaéni kodon. Vlivem mutace dochézi
k pfed¢asnému ukonceni translace a vyraznému zkraceni celkové délky proteinu.
Tento druh mutace ma silny vliv na ¢innost kddovaného proteinu a Casto zptsobuje
mutovany fenotyp. Frameshift mutace jsou vysledkem vloZeni (inzerce) nebo naopak
chybéni (delece) bazi v fetézci. Pokud neni jejich pocet nasobkem tii, zpusobuji
posun Cteciho rdmce. Mutace podstatné meéni sekvenci aminokyselin, a tim silné

ovliviyji kodovany protein. Zptusobuji mutovany fenotyp (Brooker, 2005).
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Mutace neménici smysl (silent mutation) se tykaji tfeti baze kodonu
a aminokyselina se neméni. Mutace nema vliv na kddovany protein. Zptsobuji
variabilitu v asecich DNA jedincti jednoho druhu. Bodové mutace, které se tykaji
zamény purinoveé baze za pyrimidinovou a obracené se oznacuji jako transverze, a ty,
u nichz se prohodi dvé purinové nebo dvé pyrimidinové baze, nazyvame tranzice

(Snutsad and Simmons, 2009).

Vedle bodovych mutaci se rozliSuji mutace rozsahlejSich oblasti (gross
mutation). Tyto mutace postihuji del$i useky DNA a zplisobuji vyrazné zmény
v fetézci. Casto maji vazny dopad na kodovany protein a projevi se mutovanym
fenotypem. Radime sem delece, které zptsobuji ztratu uréitého useku DNA riizné
délky. Obcas mize chybéjici Cast odpovidat celému genu. Inzerce spociva ve vlozeni
bazi navic do fetézce DNA. Vlozené baze obvykle pochazeji zjiné casti
chromozomu. Pocet je jako u delece proménlivy. Preskupeni (rearrangement
mutation) je poslednim typem rozsahlejsich mutaci. Useky DNA v genu si vyméni
pozice s jinymi useky bud’ ze stejného genu, nebo z genu jiného (Brooker, 2005;
Fletcher and Hickey, 2013).

3. Dédi¢nost znaku

Diky tomu, Ze se dédi¢né znaky pienasi pomoci paru alel (A, a) jednoho
genu, mohou vznikat kombinace. Jedinec, u kterého je dany znak podminén dvéma
shodnymi alelami (AA, aa), je ozna¢ovan jako homozygot. Heterozygot (Aa) ma par
funkéné odlisnych alel pro jednu fenotypovou vlastnost. V takovém piipadé
hovotfime o vztahu dominance a recesivity. Casto je jedna alela nadfazeni
(dominantni, A) a piekryva ucinky druhé (recesivni, a) alely. V pfipadé¢ Gplné
dominance dochazi u heterozygota (Aa) ke stejnému fenotypovému projevu jako
U dominantniho homozygota (AA), ktery ma ob¢ alely dominantniho charakteru.
Moznost uplatnéni utlatované alely poskytuje jen recesivni homozygot (aa), u né¢hoz

chybi nadtrazena alela (Rosypal et al., 2003).
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4. Prehled vybranych metabolickych chorob

4.1 Deficit pyruvat dehydrogenaza fosfatazy 1 (PDP1)

41.1 Charakteristika onemocnéni

Deficit enzymu pyruvat dehydrogenaza fosfatazy 1 (Pyruvate dehydrogenase
phosphatase 1 deficiency, PDP1) je dédi¢né metabolické onemocnéni postihujici psy
a ¢lovéka. Ze psich plemen jsou jimi sussexSpanél a clumberSpanél — Obr. 1A, B
(Herrtage and Houlton, 1979; Houlton and Herrtage, 1980). Podle biochemickych
a genetickych analyz je charakter onemocnéni u sussexSpanéla velice podobny jako
u ¢lovéka, a proto je vhodnym modelem této metabolické poruchy u lidi (Cameron
et al., 2007).

Obr. 1: Plemena predisponovana k PDP1. Sussexspanél (A) a clumberspanél (B).

412 Vyznam PDP1 v organismu

Pyruvat dehydrogenaza fosfatazy 1 plni u savci dilezitou metabolickou roli
tim, ze aktivuje pyruvat dehydrogendzovy komplex (PDHc). Tento enzymovy

komplex je slozen z mnoha kopii tfi enzymi — pyruvat dehydrogenazy (Ei),
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dihydrolipoyltransacetylazy (E;) a dihydrolipoyldehydrogenazy (Es) a péti koenzymu
v mitochondriich bun¢k (Obr. 2). Hlavni funkci enzymi PDHc je, ze oxidacni
dekarboxylaci méni v n€kolika krocich pyruvat, ktery je produktem glykolyzy, na
oxid uhli¢ity CO, a acetylkoenzym A (acetyl-CoA), ktery vstupuje do citratového
cyklu. V citratovém cyklu se acetyl-CoA vyuziva k produkci energie ve formeé

adenosin-5‘-trifosfatu — ATP (Voet and Voetova, 1995; Nelson and Cox, 2008).

Enzym PDP se vyskytuje ve dvou izoformach PDP1 a PDP2, které lze
povazovat za strukturadlné¢ podobné, ale lisi se distribuci ve tkdnich. [zoenzym PDP1
se projevuje predev§im v mitochondriich ve svalstvu a je citlivy na vapenaté kationty
Ca?*. PDP2 prevazuje v jatrech a adipocytech, kde se vyskytuje tmérné koncentraci
hofecnatych kationti Mg®* (Huang et al., 1998).

Glukoza
Cytoplazma Laktat
Pyruvit /
Aminokyseliny =mmmmm PDIc Mastné kyseliny
\J
Acetyl-CoA

Mitochondrie

Citratovy cyklus
Obr. 2: Hlavni funkce pyruvat dehydrogenazového komplexu (PDHc). PHDc je

komplex mitochondrialnich enzymd, které méni pyruvat na acetyl-CoA (Brown et al.,
1994).

4.1.3 Klinické priznaky nedostatku PDP1

Pyruvat se kvili nedostatku PDP1 nemiize pfeménovat na acetyl-CoA, atak
se metabolizuje na laktat (Obr. 2). Nadbytek laktatu v organismu muze vyvolat
laktatovou acidézu (Brown et al., 1989). Mezi typické ptiznaky deficitu PDP1 u pst
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patii nesnaSenlivost fyzické zatéZze a po zatizeni organismu muize dojit az ke
kolapsovym staviim (Cameron et al., 2007). Prvni klinické pfiznaky se u pst objevuji
jiz béhem prvniho roku zivota. Abramson et al. (2004) popsali poprvé i priznaky

neurologického charakteru, které byly diive znamé pouze u ¢lovéka.

4.1.4  Genetické pozadi deficitu PDP1

Deficit enzymu PDP1 je podminén autozomalné recesivni dédicnosti.
Zpusobuje ho nesmyslna mutace genu PDP1 (pyruvate dehydrogenase phosphatase
catalytic subunit 1, katalytickd podjednotka 1 pyruvat dehydrogenaza fosfatazy),
ktery byl lokalizovan u psa na chromozomu 29 (NCBI, 2016%). Konkrétni mutace
U sussex a clumberSpanélu je substituce na pozici 754. Cytosin v kodonu CAA se
mutaci pfeméni na thymin a v mRNA pak vznika stop kodon UAA. Vznikly protein
PDP1 je nasledkem toho o 286 aminokyselin kratsi a tedy nestabilni (Cameron et al.,
2007).

4.1.5 Moznosti diagnostiky a 1é¢by deficitu PDP1

Mutaci v genu PDP1 lIze detekovat pomoci metody PCR-RFLP. PCR produkt
ma velikost 1097 bp. Normalni sekvence (u nepostizeného homozygota, PP)
nepodléha Sté€peni restrikénim enzymem Aflll, homozygot s mutaci (pp) je detekovan
po rozstépeni fragmenty 926 a 171 bp, a heterozygotniho prenasece (Pp)
charakterizuji fragmenty 1097, 926 a 171 bp (Cameron et al., 2007).

Spolehlivym ukazatelem je méfeni koncentrace pyruvatu a laktatu v krvi psa

Vv klidu a po zatézi (Shelton, 2010).

Pro onemocnéni deficience enzymu PDP1 u pst se jeSté nepodatilo sestavit
konkrétni 1é¢bu, ale postizenym by pii v€asném nasazeni mohla pomoci ke zmirnéni
pfiznakl ketogenni dieta. Tato dieta obsahuje velky podil tukdi a nizky obsah
sacharidt. Diky ketonim, které se mohou metabolizovat v mozku bez vyuziti PDHc,
se snizi metabolismus sacharidii a produkce laktatu, coz by mohlo vést k prevenci

laktatové acidozy (Wexler et al., 1997; Abramson et al., 2004).
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4.2 Deficit fosfofruktokinazy (PFKD)

4.2.1 Charakteristika PFKD

Deficit  fosfofruktokinazy = (Phosphofructokinase deficiency, PFKD)
je dédicné metabolické onemocnéni, které bylo popsano poprvé u ¢loveéka v roce
1965 (Tarui et al., 1965). PFKD je tazen mezi glykogenozy (glykogen stifadava
onemocnéni, glycogen storage disease, GSD), u Clovéka se tento typ onemocnéni
ptresnéji nazyva glykogendza VII (Brown and Brown, 1968). Deficit PFK postihuje
anglického Springr$panéla (Giger et al., 1986), vipeta (Gerber et al., 2009)
a amerického kokrSpanéla (Smith et al.,, 1996), u kterych byla potvrzena stejna
mutace, a némeckého kiepelaka s mutaci odlisného typu (Hillstrom et al., 2011) —
Obr. 3A, B, CaD.

Obr. 3: Plemena predisponovana pro deficit PFK. Anglicky $pringrpanél (A), vipet (B),
americky kokr$panél (C) a némecky kiepelak (D).

4.2.2  Funkce fosfofruktokinazy (PFK) a jeji vyznam

Fosfofruktokinaza (PFK) je enzym, ktery zastava vyznamnou regulaéni roli
v metabolismu sacharidli pti glykolyze (Obr. 4). Glykolyzou se oznacuje nékolik
po sobé jdoucich procesti, které se odehravaji v cytoplazmé bunék. Do glykolyzy
vstupuje molekula glukozy, ktera se fosforyluje na glukdza-6-fosfat (G6P) pomoci
hexokinazy. Glukoza-6-fosfat je pak pfeménéna na fruktoza-6-fosfat (F6P) a dale se
fosforyluje za pfitomnosti PFK na fruktoza-1,6-bisfosfat (FBP). FBP je pak
roz§t€pena na dva tfiuhlikaté cukry (tridzy), které se dale metabolizuji

na 1,3-bisfosfoglycerat  (1,3-BFG), ze kterého vedlejsi cestou vznika
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2,3-bisfosfoglycerat (2,3-BFG). Vysledkem glykolyzy jsou dvé molekuly pyruvatu,
které jsou dale pfeménény na dva acetyl-CoA vstupujici do citratového cyklu

(McMurry, 2007; Hames and Hooper, 2011).

Pti glykolyze se spotifebovavaji pti prvnich reakcich dvé molekuly ATP a pfi
dalsich reakcich vznikaji ¢tyfi nové molekuly ATP. Energeticky zisk glykolyzy tedy
¢ini dvé molekuly ATP na jednu molekulu rozlozené glukozy (Hames and Hooper,
2011). ATP je hlavni energetickou slozkou erytrocytii, které diky nému mohou

prezivat v krevnim ob&hu né€kolik mésict (Harvey, 2006).

HO—CH, P—O—CH, P—0—CH, H,C—OH
o) ATP ADP o (0]
L_A_. ——
1. 2
glukosa glukosa-6-fosfat fruktosa-6-fosfat

CH;—OH ATP

., .

CH-O—P ADP
dihydroxyacetonfosfat

P-O—CH, , H,C-O-P

+ +
O\\ /O'P NADH+H nap  H( ,°

CltH"OH CH—OH
I 6. | fruktosa-1,6-bisfosfat
CHyO—P CH;O—-P
1,3-bisfosfoglycerat glyceraldehydfosfat
ADP
7.
ATP
o o O\ O Oln JOF 0 o°
/ N\ _/ ADP  ATP
\\C/ N \? \\?/
| I (} T W
o H-O—P —= C-O-P s
fH—OH o | m =0
CHyO-P CHz—OH CH, CH,
3-fosfoglycerat 2-fosfoglycerat fosfoenolpyruvat pyruvat

Obr. 4: Schéma glykolyzy. Enzym fosfofruktokiniza katalyzuje reakci ¢. 3, pfi niz se
fruktoza-6-fosfat fosforyluje na fruktézu-1,6-bisfosfat (Spicka, 2004).
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V sav¢im organismu se vyskytuje fosfofruktokinaza v podob&é homo- nebo
heterotetramert, které se skladaji ze tii typl podjednotek zavisejicich na typu bunky:
svalova (muscle type, M-PFK), jaterni (liver type, L-PFK) a trombocytarni (platelet
type, P-PFK). V Cervenych krvinkach zdravého dospélého psa je piiblizné¢ 80 %
podjednotek M-PFK a zbytek tvofi P-typ. PFK se v erytrocytech nachazi v podobé
M/P tetrameri a homotetramerech My (Vora et al., 1985a). Ve svalové tkani se
vyskytuji vyhradn¢ M-PFK podjednotky - M, homotetramery. Kazdy nahodily
tetramer s sebou nese rtizny izoenzym (enzym se stejnou funkci a odliSnou stavbou),
ktery je odliSny fyzikaln¢ chemickymi, kinetickymi a regula¢nimi vlastnostmi (Vora

et al., 1985b; Harvey et al., 1992; Mhaskar et al., 1992).

4.2.3 Klinicky obraz PFKD

PFKD spociva u psa v nedostatecné aktivit¢ enzymu M-PFK v ¢ervenych
krvinkach a kosternim svalstvu. Celkova aktivita enzymu dosahuje u nemocného
pouze 8-22 % v porovnani se zdravym jedincem (Giger and Harvey, 1987). M-PFK
je pak v ¢ervenych krvinkach nahrazena P-typem a ve svalstvu pievlada L-typ PFK
(Vora et al, 1985a). Zivotnost ¢ervenych krvinek u postizenych psi je zna¢néd

zkracena (Vora et al., 1980).

Pti nedostatku enzymu fosfofruktokinazy, ktera je dilezitym regulacnim
prvkem prubéhu glykolyzy, dochazi v organismu ke glykolytickému bloku. Snizuje
se produkce ATP a dulezitych meziprodukti glykolyzy, které jsou potiebné
i vV jinych metabolickych drahach (Harvey et al., 1992). 2,3-BFG napfiiklad ovliviiuje
afinitu kysliku k hemoglobinu, coz dale pasobi na regulaci kysliku, ktery pienasi
cervené krvinky. Nizka koncentrace 2,3-DPG vyvold zvySeni afinity kysliku
k hemoglobinu v erytrocytech, zvyseni pH a hypoventilace. Ve svalech se hromadi
F6P a G6P, ktera stimuluje tvorbu glykogenu a ten se pak ve svalech uklada (Giger
and Harvey, 1987; Harvey et al., 1990; Giger et al., 1992).

Prvni ptiznaky byvaji patrné v prib&hu prvnich mésict zivota §ténéte. Mezi
hemolytickymi krizemi pes nevykazuje viditelné piiznaky, jen zfidka je
pozorovatelny ubytek svalové hmoty. Pfiznaky spojené s hemolytickou krizi jsou
svalova slabost, letargie, svalova intolerance, lehka hepatosplenomegalie (soucasné

zvétSeni jater a sleziny), zména zbarveni sliznic (svétlé nebo ikterické) a zvyseni
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t&lesné teploty az na 41 °C (Giger and Harvey, 1987; Hillstrom et al., 2011). Casto se
objevuje také pigmenturie s pfitomnosti barviva bilirubinu (bilirubinurie)
a hemoglobinu v moc¢i (hemoglobinurie). Hemoglobinurie se ve spojeni
S intravaskularni hemolyzou a zvySenym odbourdvanim erytrocytd nemusi vzdy

projevit (Harvey and Smith, 1994).

4.2.4  Genetické pozadi PFKD

Onemocnéni je podminéno autozomalné€ recesivni dédicnosti, proto se PFKD
projevi jen u recesivnich homozygott a heterozygoti zustavaji zdravi, ale mohou

prenaset mutovanou alelu na své potomky (Giger et al., 1986).

Deficit PFK zplsobuje u anglickych Springr§panéli bodova nesmysina
(nonsense) mutace genu PFKM (phosphofructokinase, muscle) na piedposlednim
exonu 21 chromozomu 27 (NCBI, 2016%), ktera zméni guanin na adenin (Obr. 5).
Vysledkem je termina¢ni kodon UAG misto kodonu pro tryptofan (UGG) a ukonéeni
translace. Vysledny protein je o 40 aminokyselin krat$i nez u zdravych jedinct, coz
odpovida piiblizné¢ 5 % délky celého proteinu. Ten je nestabilni a podléha rychle
degradaci (Smith et al., 1996).

U némeckych kiepelakii vyvoldvd onemocnéni mutace ménici smysl
(missense mutation) v genu PFKM na chromozomu 27 v exonu 8 (Obr. 6). Dochazi
ke zméné jedné baze — C na T, a tim ke vzniku aminokyseliny tryptofanu
(UGG, Trp) misto puvodniho argininu (CGG, Arg). Substituce bazi a zména
aminokyseliny Arg neni na pozici 184 tolerovana, a proto dochazi pod vlivem

mutace ke ztraté funk¢énosti vysledného proteinu (Inal Gultekin et al., 2012b).
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AAA GG CC TT

bl

L mme

Obr. 5: Sekvenaéni gel znazornujici mutaci PFKM u anglického $pringrSpanéla.
Prvni sloupec u kazdého paru ukazuje sekvenci bazi postizeného jedince a druhy

sekvenci zdravého jedince. Mutace spociva v zaméné A za G a vede ke vzniku stop
kodonu TAG (Smith et al., 1996).

c.550C>T
Scale 5115 5?0 5?5

Normal CT GCACCG GATCA

Affected C TG CAC T G GAT CA

Caier CTGCACHNMG G AT CA

Obr. 6: Chromatogram sekvence genomické DNA tseku exonu 8 genu PFKM
U némeckého kiepeldka. Je porovnavana sekvence zdravého psa (Normal),
postizeného (Affected) a ptenaSeCe — heterozygota (Carrier). Bodovd mutace je

znazornéna Sipkou a pozménény kodon je zvyraznén podtrzenim (Inal Gultekin et al.,
2012Db).
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4.2.5 Soucasné moznosti diagnostiky a terapie

V soucasné dob¢ je mozné odhalit PFKD n¢kolika zptisoby. U anglickych
Springr$panélti a americkych kokrSpan€lli, u nichz je zndma mutace, se mize pouZzit
sekvenovani DNA nebo metoda AS-PCR (Alelle specific polymerase chain reaction;
Alelove specificka polymerazova fetézova reakce) (Smith et al., 1996). U kiepelakt
je vhodné pouzit test zalozeny na metodé PCR-RFLP (Polymerase chain reaction -
Restriction fragment lenght polymorphism; Polymerazova fetézova reakce -
Polymorfizmus délky restrik¢nich fragmentt), kterd je doporucovéna pro screening
rozsiteni choroby v populacich (Inal Gultekin et al., 2012b). Mahler (1969) uvadi
i moznost méfeni aktivity enzymu a vySetfeni pfitomnosti enzymu pomoci

imunologického testu.

Podle dostupné literatury je mozné predchazet hemolytickym krizim tak,
7e se postizeny pes bude vyhybat ¢innostem, které vyzaduji nadmérnou fyzickou
zatéz alapani po dechu, a situacim, kdy by se mohl pes rozrusit a vyCerpat se
hlasitym  $tékanim (Hillstrom et al, 2011). Specificka 1écba deficitu

fosfofruktokinazy vsak jesté nebyla vyvinuta.

4.3 Deficit pyruvatkinazy (PK Def.)

431 Charakteristika onemocnéni

Deficit pyruvatkinazy (Pyruvate kinase deficiency, PK Def.) je dédi¢né
metabolické onemocnéni, které bylo poprvé potvrzené vroce 1961 u ditéte
(Valentine et al., 1961). V lidské populaci je povazovano za pomérné Ccasté
onemocnéni s frekvenci vyskytu 1 : 20000 (Beutler and Gelbart, 2000). Deficit PK
byl prokazan i u nékolika kocicich plemen (Grahn et al., 2012).

U pst se vyskytuje u plemen basenji (Searcy et al., 1971), bigl (Prasse et al.,
1975), west highland white teriér (Juvet et al., 2013) a cairn teriér (Schaer et al.,
1992). Deficit PK byl prokazan také u mopsa a labradorského retrivra (Inal Gultekin
et al., 2012a) — Obr. 7A-F.
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Pyruvatkinaza u zdravého psa plemene basenji ma podobné vlastnosti jako
u ¢loveéka, a proto se predpoklada, Ze by basenji mohl byt vhodnym modelem tohoto
onemocnéni u ¢lovéka (Black et al., 1975; Standerfer et al., 1975).

Obr. 7: Plemena predisponovana pro deficit PK. Basenji (A), bigl (B), west highland

white teriér (C), cairn teriér (D), mops (E) a labradorsky retrivr (F).

4.3.2  Pyruvatkinaza a jeji funkce v organismu

Pyruvatkinaza (PK) je enzym, ktery je potiebny v glykolytické metabolické
draze. Ucastni se nevratné posledni reakce glykolyzy (Obr. 8), kdy vyuziva volnou
energii vznikajici pti hydrolyze fosfoenolpyruvatu. Syntetizuje se molekula ATP

za soucasného vzniku pyruvatu (Voet and Voetova, 1995).

Pyruvatkinaza se vyskytuje u savct ve Ctyfech izoformach — PKM1, PKM2,
PKR a PKL, ale jejich oznaceni se v literature riizni. Tkdn€ mohou vylucovat 1 vice
nez jednu formu PK, jednotlivé bunkky vSak obvykle tvoii pouze jeden druh
(Imamura and Tanaka, 1972; Cardenas and Dyson, 1978). PKM1 se objevuje
ve tkanich s vysokou zatézi, jakymi jsou napt. srdecni svalovina, kosterni svalovina
a mozkova tkan. PKL je izoforma pfevazujici v jatrech a v mensi mife je zastoupena

Vv ledvinach. PKR se vyskytuje pouze v €ervenych krvinkach. Izoforma PKM?2 se
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nachazi v embryondlnich tkanich a byla prokazana v rakovinnych buiikach (Israelsen

and Vander Heiden, 2015).

ADP

@) (@]
XN +H ATP O\ /O
C ? C
C— OPO,? =
” Qs Pyruvate kinase (‘: ©
H—C CH,
H
Phosphoenolpyruvate Pyruvate

Obr. 8: Posledni nevratna reakce glykolyzy. Do reakce vstupuje fosfoenolpyruvat, ze
kterého se v pritomnosti PK odstépuje fosfatova skupina a vznika jedna molekula ATP

a pyruvat (Hames and Hooper, 2011).

4.3.3  Klinicky obraz PK Def.

Klinickym ptiznakem deficitu PK je hemolytickd anémie a S ni souvisejici
zkracend zivotnost Cervenych krvinek, zvySené mnoZzstvi jejich vyvojovych stadii
(retikulocyty) v periferni krvi @ hromadéni Zeleza v téle (hemosiderdza). Postizenym
psim se zhuStuje kostni tkan (osteosklerdza) a kosti se stavaji lamavéjsi a kiehci
(Obr. 9). Bylo prokazano i hematologické onemocnéni myelofibroza, které je typické
pouze pro psy s PK deficienci a nikoliv pro ¢loveéka a kocky (Harvey, 1996;
Inal Gultekin et al., 2012a; Juvet et al., 2013).

Psi, ktefi trpi deficitem PK, Spatné snéseji fyzickou zatéz, maji opozdény rust,
bled& zbarvené sliznice. Casto se objevuje zrychlend srde¢ni &innost (tachykardie)
a mize dochazet ke zvétSeni sleziny — tzv. splenomegalii (Searcy et al., 1979; Juvet
et al., 2013). Juvet et al. (2013) uvadi i mozné zvétSeni jater (hepatomegalie)
u tii piipadtt west highland white teriéru.

Ackoli heterozygot zlistava bez pfiznakll a je potencidlni pfenase¢, mize mit
aktivitu PK v ¢ervenych krvinkach jen 50 %, zatimco u homozygota se aktivita drzi

Vv normalnich hodnotach, nebo je mirné¢ zvySend. Ve zralych erytrocytech se

normalné vyskytuje pouze R izoenzym, ktery u postizenych psti chybi a je zastoupen
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M2-typem PK (Inaba and Maede, 1989; Chapman and Giger, 1990). Pfitomnost
M2 izoenzymu zkresluje testy celkové aktivity PK v erytrocytech a vyrazné zkracuje
jejich Zivotnost. Retikulocyty vykazuji vyrazné vyssi aktivitu PK, a proto nalez
normalnich nebo mirn¢ zvySenych hodnot spole¢né s prokazanou retikulocytézou

napovida pravé tomuto onemocnéni (Smith and Agar, 1975; Whitney et al., 1994).

Obr. 9: Porovnani stehennich kosti (femuri) basenji pst. Femur A predstavuje kost
postizeného psa a vaznou osteosklerozu v dieniové dutiné kosti a femur B patfil

zdravému jedinci (Searcy et al., 1979).

434  Genetické pozadi PK def

Deficit pyruvat kindzy je autozomalné recesivni onemocnéni zplisobené
u predisponovanych plemen pst odlisnymi mutacemi (Hlavac et al., 2012). U vsech
plemen je mutace lokalizovana na genu PKLR (pyruvate kinase, liver and RBC),
ktery lezi na chromozomu 7 (NCBI, 2016°).

U cairn teriérd a west highland white teriért, kteti jsou blizce pfibuznymi
plemeny, byla prokazana stejnd mutace, a sice inzerce 6 bp (bazovy par, base pair)
naexonu 10 (Skelly et al., 1999). U plemene basenji dochazi ke ztraté¢ (delece)
jednoho paru bazi v exonu 5 (Whitney et al., 1994). Labradorské retrivry postihuje
nesmyslna mutace (nonsense mutation) v podobé zamény jedné baze v exonu 7,

kde se misto aminokyseliny glutaminu (CAA, Gln) vytvofi termina¢ni kodon UAA
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(Obr. 10A). Mutace vede ke zkraceni vysledného proteinu R-PK o vice nez
300 aminokyselin, a tim i k nizké stabilit¢ a nefunkénosti (Inal Gultekin et al.,
2012a).

U mopst onemocnéni zpusobuje missense mutace na exonu 7, kde dochazi
rovnéz K substituci (Obr. 10B), kterd vyvola zménu aminokyseliny valinu (GTC,
Val) na alanin (GCC, Ala). Na pozici 283 neni vSak u savcl tato zaména tolerovana.
U bigli nastava podobna situace (Obr. 10C), kdy mutace spociva opét v zaméné
jedné baze a misto glycinu (GGC, Gly) se objevuje serin (AGC, Ser). | na této pozici

je pritomnost jiné aminokyseliny nepfipustna (Inal Gultekin et al., 2012a).

Predpoklada se, Ze inzerce u west highland white teriérti a missense mutace
u bigli a mopsi nezpisobuje tak vazné problémy jako delece u plemene basenji
anonsense mutace U labradort, u nichz tézka anémie usmrti psa vétSinou pred
dosazenim patého roku zivota. Postizeni biglové a mopsi se mohou dozivat az deviti

let (Giger et al., 1991; Inal Gultekin et al., 2012a).

43,5 Soucasné moznosti diagnostiky a terapie

U predisponovanych plemen je deficit PK podminén riznymi mutacemi,
proto se nedd pouzit u vSech psii jednotny test k potvrzeni tohoto onemocnéni.
V soucasné dob¢ jiz jsou U mnoha plemen mutace objasnény, takze jsou k dispozici
DNA testy pro rizna plemena (Harvey, 2006). Pouzivaji se metody polymerazové
fetézové reakce (Polymerase chain reaction, PCR) a polymorfizmu délky restrik¢nich
fragmentt  (Restriction fragment length polymorphism, RFLP) (Whitney
and Lothrop, 1995).

K diagnostice tohoto onemocnéni se vyuziva i test teplotni stability enzymu.
Aktivita PK v hemolyzovanych vzorcich krve postizenych pst prudce klesa pii
pokojové teploté, protoze M2 izoenzym, ktery je v erytrocytech v nadbytku, neni
teplotné stabilni (Harvey et al., 1990). Test zahrnuje zahtivani ¢asti hemolyzatu
na teplotu 50 °C po dobu jedné hodiny a nasledné se zméfi aktivita zbylého enzymu
(Standerfer et al., 1974).
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A c.799C>T
Coding Strand Scale: 7?0 7?5 8(I)0 8?5

NormalDogDNA:GG CTGT CT GAGCAAGACGCC

Exon 7

Affected Labrador DNA:GGC TGT C T GAGTAAGACGCC

c.848T>C
Coding Strand Scale: 84I10 84115 8?0 8?5

NormalDogDNA: GT GGACATCGTCTTTGCCTC

Exon 7

Affected PgDNA: GT G GACATCGCC TTTGCCTC

Cc

c.994G>A
Coding Strand Scale: 9?5 9I90 9|95 10|00

NormalDogDNA: AG GT GAGT GACGGCATCATG
Exon 8

Affected Beage DNAAFAG GT GAGTGACAGCAT CATG

Obr. 10: Chromatogram sekvence DNA exonu 7 a 8 genu PKLR u labradorského
retrivra (A), mopse (B) a bigla (C). Je zobrazeno pofadi bazi u zdravého psa
(Normal Dog DNA) a u postizeného (Affected DNA). Misto mutace je oznafené

Sipkou a zména kodonu je zvyraznéna podtrzenim (Inal Gultekin et al., 2012a).

V soucasné dob& neni vyvinuta Zadna specificka 1é¢ba deficitu PK. Psi se
mohou chronickym anémiim pfizplsobit a krevni transfize jsou pak zapotiebi jen
vyjime¢né. Lécba glukokortikoidy mize pomoci odstranovat —erytrocyty

s nedostatkem PK, ale ¢asto vyvolava nezadouci u€inky (Harvey, 2006).
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Transplantace kostni dfen¢ muize mit 1é¢ebny ucinek (Zaucha et al., 2001),
ale pfinasi s sebou problém najit vhodného darce, dale vysokou tmrtnost, naro¢nou
doprovodnou 1écbu a predevsim vysoké finanéni ndklady, a proto ji vétSina majiteld
odmita. V roce 2012 vyzkouseli poprvé Trobridge et al. u plemene basenji 1écbu

kmenovymi bunikami (stem cells), kterd by mohla pomoci i lidskym pacientim.

4.4 Cystinurie

4.41 Charakteristika cystinurie

Cystinurie je jedna zprvnich popsanych vrozenych metabolickych
onemocnéni u ¢lovéka a dalsich Zivo&isnych druhti. V Ceské republice se u ¢lovéka
povaZzuje za Casté metabolické onemocnéni s frekvenci vyskytu 1: 5600 (Hyanek,
1991). Podle veterinarnich laboratornich analyz je timto onemocnénim postizeno
celosvétove vice nez 60 psich plemen (Osborne et al., 1999). Onemocnéni postihuje
vzacné 1 kocky (Mizukami et al., 2015) a bylo potvrzeno také u pst hiivnatych

ze zoologickych zahrad iu volné zijicich v Brazilii (Bovee et al., 1981).

U ¢lovéka byly rozliseny tii formy onemocnéni — cystinurie typu I, typu Il
atypu III. U typu I je porusen transport COLA v ledvindch a tenkém stfeve.
U heterozygotli (pfenasecil) se onemocnéni nijak neprojevuje. U typu II je stfevni
transport cystinu zna¢né oslabeny. Zvysené mnoZzstvi cystinu v moci se prukaznéji
objevi u homozygotii nez u heterozygoti. U cystinurie typu III je slabé snizena
absorpce COLA ve stfevé. Nositelé typu III vykazuji nepatrné zvySené mnoZzstvi
cystinu a lyzinu v moc¢i (Rosenberg et al., 1966; Milliner, 1990). Typ I je zpusoben
mutaci genu SLC3AL (solute carrier family 3 member 1). Typy II a III souvisi
s mutaci genu SLC7A9 (solute carrier family 7 member 9) (Leclerc et al., 2002;
NCBI, 2016'°).

4.4.2  Klinicky obraz cystinurie

Cystinurie je porucha v transportu aminokyselin cystinu, ornitinu, lysinu

a argininu (souhrnné¢ oznacované jako COLA) v ledvinach a stfevé. V ledvinach
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nedochazi k reabsorpci cystinu a ten se pak hromadi v moci. Kvuli kyselému
pH mo¢i je cystin malo rozpustny a snadno tvofi v mocovém traktu krystalky
a kaménky (Obr. 11). Tvorba mocovych kament, které pak brani prichodu modi,

je oznaCovana jako urolitiaza (Dent and Rose, 1951; Thier et al., 1965).

Obr. 11: Cystinurie u psa. Rentgenovy snimek moc¢ového méchyie (A) u psa postizeného

cystinurii a cystinovy urolit (B).

Klinické ptiznaky jsou snadnéji rozpoznatelné u psi nez u fen, a to vzhledem
ke slozitéj$imu ulozeni mocovych cest. V zahybech mocového traktu dochazi
rychleji ke snizeni prichodnosti vedouci az k aplnému ucpani mocovymi kameny.
Pfi pruchodu kaménkti mocovymi cestami psa mize dojit k poranéni sliznice a mo¢
muze obsahovat i pouhym okem viditelnou krev. Vysledkem byvaji bakterialni

infekce a zanéty mocového méchyie (Bovee, 1986; Ticha, 2006).

Podle rtiznych klinickych projevii a genetickych studii byla psi cystinurie
puvodné délena na typ I a nontyp I. Cystinurie typu I je CastéjSi a vyskytuje se
u novofundlandského psa a landseert — Obr. 12A, B (Henthorn et al., 2000). Tato
forma onemocnéni postihuje obé pohlavi a ma téz8i prabéh, kdy dochazi k silnému
vylu¢ovani COLA mo¢i. Nontyp I cystinurie byl nalezen u mastifi, skotskych
jelenich psu (deerhound) a irskych teriérti (Obr. 12C, D). Prvni ptiznaky onemocnéni
se objevuji u nevykastrovanych pst pozdéji a aminokyseliny COLA se nevylucuji
do mo¢i v takové mife jako u novofundland’anti u typu I. Genetické pozadi formy
nontyp I zlistdvd neobjasnéné. MozZnost vazby na X chromozom byla vyloucena,
ale pfedpoklada se, ze choroba zavisi na hladin¢ testosteronu (Casal et al., 1995;
Giger et al., 2011).
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Obr. 12: Plemena pst, ktera postihuje cystinurie. Typ-I u novofundlandského psa (A)

a landseera (B), nontyp-1 u deerhounda (C) a irského teriéra (D) a typ-llA, ktery byl

potvrzen u australského honackého psa (E).

4.43  Genetické pozadi cystinurie

Cystinurii zptisobuji mutace geni SLC3AL - solute carrier family 3 (amino
acid transporter heavy chain), member 1 na chromozomu 10 a SLC7A9 - solute
carrier family 7 (amino acid transporter light chain, bo, + system), member 9
nachromozomu 1 (NCBI, 2016%°). Mutace zpisobi zkraceni nebo uplnou
nefunkcnost vysledného proteinu rBAT (neutral and basic amino acid transport
protein, transportni protein aminokyselin s neutrdlnim a bazickym charakterem),

ktery je vyznamny ve stfevé a v ledvinach (Palacin, 1994).

Novofundlandské psy postihuje nonsense mutace vexonu 2, ktera méni
cytosinovou bdzi na thyminovou, Vdisledku ¢&ehoz vznikd misto argininu
(CGA, Arg) stop kodon (UGA). Charakter onemocnéni u novofundland’ani je
podobny jako u ¢lovéka, proto by toto plemeno mohlo slouzit jako model pro
cystinurii typu I u lidi (Henthorn et al., 2000).

Podle Bronse et al. (2013) cystinurii u labradorskych retrivri podmifiuje

delece jednoho paru bazi v exonu 1 genu SLC3A1 (Obr. 13A). V kodonu pro glycin
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(GGC, Gly) chybi guaninova baze, a proto se predcasné¢ ukonéi ¢teci ramec
a vysledny protein se zkrati. U australského honackého psa byla zjisténa delece Sesti
bazi v exonu 6 genu SLC3A1 (Obr. 13B), ktera odstrani ze sekvence prvni dva ze tii
po sobé jdoucich threoninti (ACC, Thr). U trpaslicitho pine byla zaznamenana
missense mutace - substituce jedné baze v exonu 9 genu SLC7A9, ktera pfeméni

aminokyselinu glycin na arginin.

Brons et al. (2013) navrhli nové rozdéleni forem cystinurie u pst na typ I-A,
typ II-A, typ II-B a typ III a nov€ urcili, Ze u typu II-A a II-B je dédicnost

autozomalné dominantni (Tab. 1).

Tab. 1: Novy klasifika¢ni systém cystinurie podle Bronse et al. (2013) zalozeny

na novych poznatcich (AR = autozomalné recesivni, AD = autozomalné

dominantni)
Typ I-A Typ II-A Typ II-B Typ I
Zavisly
Dédi¢nost AR AD AD
na pohlavi
Gen SLC3A1 SLC3A1 SLC7A9 Neurcen
Postizené o - - Nevykastrovani
Psi i feny Psi i feny Psi i feny
pohlavi dospéli psi
Androgenni
Ne Ne Ne Ano
zéavislost
Novofundlandsky ]
Australsky Mastif
pes
Plemeno honacky pes  Trpasli¢i pin¢ Deerhound
Landseer
(Obr. 12E) Irsky teriér
Labrador

444  Diagnostika a léCba cystinurie

Cystinurie je u psi diagnostikovatelnd metodou PCR a naslednym
sekvenovanim DNA (Brons et al., 2013) nebo denaturaéni vysokotlakou kapalinovou
chromatografii (Denaturing high-performance liquid chromatogramy, DHPLC)
(Matos et al., 2006).
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normal normal

CLTERCCEGCEECRLGGE TTCACCACCACG CARA

L Thr Gly Rla Thr Phe Thr Thr Thr Gln
mutant $c350delG mutant ¢C1095 1100del
\' | | | |
) . S men
CTC C GGCGcCccCcacca T G A TTCACG CAA
Leu Thr Ala Pr Pro (41 aa) x Phe Thr Gln

Obr. 13: Chromatogramy znazorfiujici mutace genu SLC3AL1. Horni chromatogramy
zobrazuji normalni sekvence a spodni jsou mutované. Chromatogram A patii
labradorskému retrivrovi — delece guaninové baze v misté oznaceném Sipkou a B patfi
australskému honackému psovi — delece 6 bp (chybi dva ze tii threoninli) oznacena

Sipkou (Brons et al., 2013).

Cystinovou urolitiazu Ize u pst 1éCit nasazenim tioproninu, ktery se v téle
navaze na cystin. Umozni tak lepSi rozpustnost cystinu a brani opakované tvorbé

cystinovych krystali — urolitd (Hoppe and Denneberg, 2001).

45 Fukosidoza

4.5.1  Charakteristika fukosidozy

Fukosidoza je vazné dédicné onemocnéni, které je zpisobeno nedostatkem
lysozomalniho enzymu a-L-fukosidasy. Toto vzacné onemocnéni bylo prokazano
u ¢lovéka i1 u psi. Patii do skupiny lysozomalnich onemocnéni (lysosomal storage
disease, LSD), pfi kterych se ve tkanich ukladaji latky, které by pii dostatku
uvedené¢ho enzymu normélné podléhaly svému dal§imu metabolickému rozkladu.

Radi se do LSD podskupiny glykoproteinozy (Skelly and Franklin, 2002).
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Postihuje anglické Springr$panély (Obr. 14), ktefi jsou u tohoto onemocnéni
vhodnym modelem pro vyvijeni G¢innych lééebnych postupti u lidské populace
(Bielicki et al., 2000). U ¢loveéka byla nemoc rozdélena na dva typy, pfi¢emz prvni
typ ma tézsi a rychlejsi prubeh. Klinické ptiznaky prichdzeji uz kolem Sesti mésict
véku ditéte. Nemocné déti umiraji vétSinou pied dosazenim deseti let véku. Druhy
typ, ktery je v lidské populaci vice ¢asty, miva leh¢i pribéh a nemocny se mize dozit

140 let (Benesova et al., 2005).

| -

Obr. 14: Anglicky SpringrSpanél (stafi 18 mésict) postizeny fukosidézou. Pes trpél
uzkosti a byl u n€¢ho prokazan tbytek kosterniho svalstva. Na levé piedni koncetiné je

patrna vada kloubi prsti, které jsou zahnuté (Skelly and Franklin, 2002).

4.5.2 Klinicky obraz fukosidézy

Klinické ptiznaky fukosidozy se u pst objevuji nejcastéji ve staii 4-8 mésicil,
ale ndlezy v mozku jsou rozpoznatelné uz brzy po narozeni psa (Kondagari et al.,
2011a). U psu s fukosidézou je zna¢ny nedostatek enzymu a-L-fukosidasy (forma
[i1l) vmozku a miSe, ale u dal$ich sedmi lysozomalnich enzymt byla prokazana

zvySena druhotna produkce po propuknuti onemocnéni (Abraham et al., 1984).

Kvili chybgjicimu enzymu o-L-fukosidase se nerozlozené glykokonjugaty
obsahujici fukézu hromadi ve tkanich organismu a ukladaji se v télnich organech,

hlavné v mozku a nervové tkani (Benesova et al., 2005).
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V neuronech a gliovych buiikdch se tvofi vacky s nerozlozenym materidlem
(vakuoly, Obr. 15) slabé od dvou mésict véku, pokrocilej$i vakuolizace je patrna
ve Ctyfech mésicich a nejsiln€js$i nalezneme u pst Vv pokroc¢ilém stadiu nemoci, kde
dochazi i kubytku neuronti. V pocatenich stadiich nemoci se objevuje
demyelinizace a tvorba mikroglii v nervové tkéani. Ptiznaky fukosidézy jsou
neurologického charakteru a jsou jimi hypermetrie (porucha ovladani
antagonistickych svalll), ztrata schopnosti koordinace pohybi, ztrata jiz nau¢eného
chovani a postupné zhorSovani ptiznaku s letdlnimi nasledky. Smrt nastava nejcastéji

mezi tietim a ¢tvrtym rokem zivota (Skelly et al., 1996, Kondagari et al., 2011b).

453  Genetické pozadi fukosidozy

Fukosidoza je stejné jako vétSina ostatnich lysozomalnich onemocnéni
podminéna autozomalné recesivni dédicnosti (Skelly and Franklin, 2002). Pomoci
metody PCR a nasledného sekvenovani objasnili Occhiodoro and Anson (1996)
genetické pozadi nemoci. Jedna se o deleci poslednich 14 part bazi genu FUCAL
(fucosidase, alpha-L- 1, tissue) vexonu 1 (Obr. 16), ktera predstavuje frameshift
mutaci a pred¢asné ukoncuje translaci termina¢nim kodonem na nasledujicim exonu
2. Vysledny protein a-L-fukosidasa I, ktera fidi metabolismus fukézy, je zkraceny
a tudiz nefunkéni (Abraham et al., 1984; NCBI, 2015°).

4.5.4  Moznosti diagnostiky a 1é¢by fukosidozy

Lysozomalni onemocnéni se daji odhalit testem suché krevni kapky (Dried
Blood Spot), kde je méfena aktivita lysozomalnich enzymi. Tato metoda predstavuje
jednoduchou a vyhodnou moZznost sledovdni poctu nemocnych v populacich pst
(Sewell et al., 2012). Mutace, ktera zpiisobuje fukosidozu, je jiz znama, diky cemuz

byl vyvinut specialni geneticky test zalozeny na metodé¢ PCR (Holmes et al., 1998).
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Obr. 15: Zmény v mozkové tkani a mise psa postizeného fukosidozou. Porovnani
stavby thalamu (A, B), mozecku (C, D) a michy (E, F) u zdravého psa starsiho tii let
(A, C, E) a psa s fukosidozou (B, D, F) v pokro¢ilych stadiich nemoci. Sipky oznaduji
vakuoly, hvézdy oznacuji gliozu (B, E, F) a prazdné kosickové bunky mozecku (D),

trojihelnik v obr. B znaéi rozpadajici se neuron (Kondagari et al., 2011b).
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A DL FQV CSsS P DD
[& Mutant GGCCGACCTCTTCCAGGTATGTAGTCCTGACGACAA

Normal CTCTTCCAGGCGGCGGGGGCCCGGTATGTAGTCCTG
L F QA AGA ARYUV VL

B Mutant
A C G T

QY 0 0 OO FONHENHNNPQNNQ

QOO NNNAAAAANAANAANMNANHHNHN

Normal

Obr. 16: Mutace DNA zpusobujici fukosidozu. Sekvence DNA (A) pred mutaci (Normal)

a po deleci 14 bp (Mutant). V genomické DNA (B) je znazornén chybé&jici Gisek bazi

na rozhrani koédujici oblasti oznacené velkymi pismeny a intronové oblasti znacené

malymi pismeny (Occhiodoro and Anson, 1996).

Moderni a dobife snasenou lécbu fukosiddézy u psu objevil Kondagari et al.

(2011c) — Enzyme replacement therapy (ERT). Jedna se o intracisternalni injek¢éni

aplikaci psi o-L-fukosidasy, ktera byla syntetizovana ve vajeénicich ¢Einského

kiec¢ika. VCasna lécba prokazatelné¢ snizila mnozstvi ukladanych fukosylovych

glykokonjugati v oblastech centradlni nervové soustavy, v lymfatickych uzlinach

a jatrech. Tento objev byl velkym pokrokem v 1¢¢b¢é fukosiddzy, nebot’ do té doby se

spoléhalo jen na transplantaci kostni dfené, ktera nebyla tak uspé$na a nesla s sebou

vysoké riziko pro pacienty.
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4.6 L-2-HGA acidurie

46.1 Charakteristika L-2-HGA

L-2-hydroxyglutarovd acidurie (L-2-HGA) je vzacné neurometabolické
onemocnéni a patii do skupiny organickych acidurii (Jovic et al., 2014). Postihuje
Clovéka a psy. Poprvé ji diagnostikoval Duran et al. (1980) u pétiletého chlapce.
Abramson et al. (2003) zdokumentovali prvni ptipady L-2-HGA u stafordsirskych
bulteriéra (Obr. 17), u kterych se ptiznaky onemocnéni projevovaly béhem prvniho
roku Zivota psa. Vyskyt onemocnéni byl potvrzen i u west highland white teriéra

(Garosi et al., 2005) a u dvou fen yorksirského teriéra (Sanchez-Masian et al., 2012).

Obr. 17: StafordSirsky bulteriér. Jednim z predisponovanych plemen k L-2-HGA je

stafordSirsky bulteriér.

4.6.2 Klinické priznaky L-2-HGA

L-2-HGA se projevuje u psit podobné jako u ¢lov€ka. Ve vétsing ptipadl se
jedna o zachvaty, ataxii, ztuhlost svalli, Spatnou orientaci v prostoru a zhorSenou
pohyblivost. Ve vSech ptipadech jsou vySetienim dokdzané abnormalné zvySené

koncentrace L-2-hydroxyglutaratu v plazme¢, moc¢i a mozkomisnim moku (Abramson
et al., 2003).
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Enzym  L-2-hydroxyglutardt = dehydrogenaza  katalyzuje = pfeménu
L-2-hydroxyglutaratu na a-ketoglutarat. Shromazd’ovani L-2-hydroxyglutaratu je pro
organismus toxické. Akumulace zptsobuje u ¢loveéka leukoencefalopatii - zmény
Vv bilé hmot¢ mozkové a zvySenou pravdépodobnost vzniku nadorovych onemocnéni
mozku (Van Schaftingen et al., 2009). U pst byly objeveny Scurrellem et al. (2008)
mikroskopické zmény v §edé hmoté mozkové v astrocytech (Obr. 18).

Obr. 18: Zmény v mozkové kute vyvolané L-2-HGA. Nitrobun&na vakuola (X) uvniti
astrocytu (symbol ») spojena s krevni cévou (symbol =) v mozkové kulife (Scurrell

et al., 2008).

46.3 Geneticka stranka L-2-HGA

L-2-HGA je podminéna autozomalné recesivni dédi¢nosti (Jovic et al., 2014).
U  stafordSirskych  bulteriérit  ji  zpisobuje = mutace genu  L2HGDH
(L-2-hydroxyglutarate dehydrogenase), a sice dvojita substituce v exonu 10 tvofena
dvéma substitucemi, které oddéluje jeden thymin (Penderis et al., 2007). Gen
L2HGDH lezi na chromozomu 8 a koéduje L-2-hydroxyglutarat dehydrogenazu
(NCBI, 20157). U yorksirskych teriérii byla zjisténa tranzice adeninu na guanin
(Obr. 19) v exonu 1 (Farias et al., 2012).
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Obr. 19: Usek DNA genu L2HGDH exonu 1 u yorksirského teriéra. Chromatogram
ukazuje L-2-HGA mutaci - tranzici A na G (Farias et al., 2012).

4.6.4  Moznosti diagnostiky a 1é¢by L-2-HGA

L-2-hydroxyglutarova acidurie je u pst odhalitelna metodou kvantifikace
organickych kyselin a aminokyselin (Organic and amino acid quantification), u niz
se ve vysledcich objevi zvySené mnozstvi L-2-HG v moci, mozkomiSnim moku
a krevni plazmé¢ (Abramson et al., 2003). L-2-HGA lze prokazat také magnetickou

rezonanci, ktera ukaze zmény v mozkové tkéani postizeného psa.

Lécba této vzacné dédicné poruchy metabolismu dosud nebyla vyzkumy
objevena u ¢loveka ani u psa. Fenobarbituraty pomohou snizit agresivitu postizeného
psa a mohou pozastavit vyvoj dalSich klinickych pfiznaki a demence (Farias et al.,
2012), ale specifickd 1é¢ba vyvinuta nebyla. U ¢lovéka byla vyzkouSena 1éEba
riboflavinem u Sestnactiletého chlapce, kterému se béhem dvouleté 1é¢by zlepsily

motorické funkce a snizilo se mnozstvi L-2-HG v mo¢i (Yilmaz, 2009).
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4.7 GMl-gangliosidoza

47.1 Charakteristika onemocnéni

GM1-gangliosidoza (GM1) je vazné metabolické onemocnéni, které je
zpusobeno nedostatkem enzymu [-galaktosiddzy ve tkdnich organismu.
Kviili nedostatku enzymu dochazi k selhdvani procesu Stépeni
p-nitrofenyl-p-D-galaktopyranosidu a GM1-gangliosidu (Okada and O‘Brien, 1968).
Nerozlozeny GM1-gangliosid a dalsi ptibuzné glykokonjugaty se masivné ukladaji
ve tkanich, pfedevSim v oblastech centralni nervové soustavy a Vv perifernich nervech
(Brunetti-Pierri and Scaglia, 2008). Stejné jako fukosidoza se fadi mezi lysozomalni
onemocnéni - LSD (Jolly and Walkley, 1997).

Postihuje japonské plemeno shiba (Yamato et al., 2000), portugalské vodni
psy (Wang et al., 2000), aljasské husky (Miiller et al., 2001) - Obr. 20A-C, anglické
SpringrSpanély (Alroy et al., 1985) a necistokrevné bigly (Rodriguez et al., 1982).
Postizeni psi funguji jako model pro lidské onemocnéni, protoze se geneticka
i biochemicka stranka GM1 a klinické ptiznaky podobaji pripadim u lidi (Suzuki
et al., 1995).

U domaécich zvifat byla prokdzana i u nékterych plemen ovci (Skelly et al.,

1995), skotu (Sheahan et al., 1978) a kocek (Baker et al., 1986).

R

Obr. 20: Predisponovana plemena ke gangliosidoze. Shiba (A), portugalsky vodni pes (B)
a aljassky husky (C), ktery neni uznén jako ¢isté plemeno a byl vySlechtén specialné

jako sanovy pes.
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4.7.2  Klinické priznaky GM1

Pii gangliosidéze u plemene aljassky husky byly v experimentu nejvice
patrné zmény v centralni a periferni nervové soustaveé a také v lymfatickych tkanich.
Postizena byva vétsina neuronti mozku, michy a ganglii v periferni nervové soustave.
Dochazi ke zvétSeni neurond, v jejichz cytoplazmé byly nalezeny rizné velké vacky
(vakuoly) napInéné nerozlozenym materialem (Obr. 21B). Vakuoly byly nalezeny
taktéz v lymfocytech a makrofazich (Obr. 21A), které se podileji na udrzeni
imunitniho systému psa (Miiller et al., 2001).

.

Obr. 21: Patologické nalezy ve vzorcich aljasskych husky s GML1. V krevnim natéru (A)

je Sipkou oznaceny lymfocyt s vakuolizovanou cytoplazmou. Mozkové neurony (B)

jsou zvétsené a obsahuji nerozloZeny material v rizné velkych vaccich (Miiller et al.,
2001).

Pti gangliosidoze dochazi u psi podobné jako u ¢lovéka ke zménam v bilé
a Sedé hmoté¢ mozkoveé, ke zvétSovani neuronit a také ubyvani myelinu. Postupna
demyelinizace zhorSuje pienosy vzruchi a vyvolavd neurologické projevy
onemocnéni (Miiller et al., 2001).

Prvni klinické projevy onemocnéni ptfichdzeji obvykle od péatého mésice
véku. Jsou jimi Ubytky hmotnosti, ztrata rovnovahy, zakrsly rist, kulhani, ataxie,

ttes. Pozdéji se pfidava ztrata posturdlnich reakci, tfes hlavy, svalova kiecovitost

Vv koncetinach, piehnané reakce na zvuk a dotek. Kolem 11-12 mésici v€ku prestava
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pes reagovat na zvuky, ubyvd na hmotnosti, zhorsuji se svalové kiece a miize byt
agresivni. Ve 12.—15. mésici se objevuje letargie a otupélost. Smrt pfichdzi nejcastéji

kolem 14. mésice véku (Yamato et al., 2003; Brunetti-Pierri and Scaglia, 2008).

4.7.3  Genetické pozadi GM1

GM1 je jako wvétsina ostatnich lysozomalnich onemocnéni podminéno
autozomaln€ recesivni dédic¢nosti. U riznych plemen je GM1 zptisobena odliSnymi
mutacemi genu GLB1 (galactosidase, beta 1; B-1-galaktosidasa), ktery lezi na
chromozomu 23 (NCBI, 2016°).

U portugalského vodniho psa se vyskytuje mutace menici smysl (missense
mutation) na pozici 200 v exonu 2, ktera méni vyslednou aminokyselinu z argininu
(CGC, Arg) na histidin (CAC, His) (Wang et al., 2000). GM1 u shiby zpusobuje
delece jedné baze cytosinu na pozici 1668 v exonu 15. Jedna se o frameshift mutaci,

ktera zkrati vysledny protein o 69 aminokyselin (Yamato et al., 2002).

Ve studii Broeckx et al. (2013) zkoumali vyskyt mutovanych alel deviti
genetickych chorob, z nichz jedna byla GMI1, u 70 riznych plemen psu z Belgie,
Nizozemska a Némecka. Vysledkem bylo, Ze u zadného ze 476 vzorku krve nebyla

nalezena mutovana alela gangliosidézy.

474  Diagnostika a 1é¢ba GM1

Gangliosidoza je diagnostikovatelna metodou MALDI TOF MS (Matrix-
assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry), ktera rychle
odhali nahromadény GM1 v mozkomi$nim moku psa. Mozkomi$ni mok je odebran
subokcipitalni punkci (Satoh et al., 2011). Vysetieni sekvenovanim DNA se provadi
ze vzorku krve a diky zndmé mutaci, kterd zpiisobuje gangliosidozu, je spolehlivé
odhalitelna. GM1 se da také prokazat chromatografii na tenké vrstvé (Thin-layer
chromatogramy, TLC) vzorku mozkomi$niho moku (Izumi et al., 1993). Snimkovani

magnetickou rezonanci (MRI) odhali zmény v bilé hmoté¢ mozkové (Hasegawa et al.,
2012).
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V soucasné dobé neni u pst vyvinuta specifickd 1é¢ba GM1. Satoh et al.
(2006) podavali nemocné shibé prednisolon, ale v porovnani s neléCenymi psy
v témze stadiu GM1 nebylo pozorovano zadné zlepSeni. Lécba glukokortikoidy tedy
neni u¢inna. Metoda nahrazeni enzymu (Enzyme replacement therapy) byla uspésné
vyzkousena u lidskych pacienta (Condori et al., 2016) a mohla by ptedstavovat

ucinny zpusob 1é¢by vsech lysozomalnich onemocnéni.

4.8 Toxikoza médi (CT)

4.8.1 Charakteristika CT

Toxikdéza médi (Copper toxicosis, CT) je vazné metabolické onemocnéni,
které spociva v akumulaci médi v jaterni tkani (Obr. 23D). Hromadéni médi
v hepatocytech vede k chronickému zanétu jater a pozdéji i k cirhoze jater (Klomp et
al., 2003). Mnozstvi vstiebavané meédi v gastrointestinalnim traktu se vSak
u postizenych pst nezvysuje (Hyun and Filippich, 2004; Horak, 2007). U c¢lovéka
byla prokazana nemoc s obdobnymi ptiznaky — Wilsonova choroba. U psu se
vyskytuje predev§im u bedlingtonskych teriéru — Obr. 22 (Kelly et al,
1984). Thornburg et al. (1986) prokazali podobné piiznaky jako u dédi¢né toxikozy
médi i u west highland white teriéri a dobrmant, ale k potvrzeni diagndzy by bylo
potieba dalSich vyzkumi. U labradorskych retrivri byl prokdzan chronicky zanét
jater souvisejici s médi (copper-associated chronic hepatitis), ale genetické pozadi

choroby jesté nebylo objasnéno (Hoffmann et al., 2006).

Méd’ je dulezitym mikroprvkem pro mnoho organism, ale jeji metabolismus
musi byt v téle piisn€ regulovan, protoze i mirné zvySené¢ mnozstvi mize byt toxickeé.
2012) a nadbytek je odvadén zlu¢i, ¢emuz napomaha ATPaza ATP7B — ATPase
copper transporting beta (Cater et al., 2006).
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Obr. 22: Bedlingtonsky teriér. Plemeno psa, u néhoZ byla potvrzena CT.

4.8.2 Klinicky obraz CT

V¢Ek pti nastupu projevl CT ovliviiuje plemeno psa, mnozstvi piijimané meédi
V potravé a pitné vode, u fen gravidita a laktace (Fieten et al., 2014). Nejcastéji
propuka u dospélych psu ve véku 2-6 let (Obr. 23A). Prvni klinické pfiznaky
toxikozy U psa jsou problémy s pfijmem potravy. Nasleduje nechutenstvi a zvraceni,
které vyvolaji snizeni hmotnosti (Horak, 2007). V pokro¢ilejsim stadiu nemoci se
piidavaji zloutenka, jaterni encefalopatie, ascites (uvolnéni tekutiny v biisni duting)
a akutni jaterni zanét (Obr. 23B, C), pfi kterém se muize uvolnit do obéhu velké
mnozstvi médi a nastavd hemolytickd krize. Toxikdéza se vSak na rozdil
od Wilsonovy choroby u ¢lovéka neprojevuje Kayser-Fleischerovym prstencem
kolem oc¢ni duhovky, piestoze ho zplisobuje zvySené mnozstvi médi v téle (Owen

and Ludwig, 1982; Fieten et al., 2014).

4.8.3  Genetické pozadi CT

Toxikéza médi je zplisobena mutaci — chromozomalni deleci 39,7 kilobazi
(kb) na exonu 2 genu COMMD1 — copper metabolism domain containing 1 (dfive
zndmy jako gen MURR1), kterd vede k Gplné absenci dilezitého proteinu MURRI1
(NCBI, 2015%). V disledku nepiitomnosti proteinu dochézi k extrémnimu ukladani
médi v hepatocytech (Klomp et al., 2003). CT je podminéna u bedlingtonskych

teriérti autozomalné recesivni dédi¢nosti (Johnson et al., 1980).
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Obr. 23: Fena labradorského retrivra postizena toxikdzou meédi. Onemocnéni se
projevilo ¢tyfi tydny od vrhu §ténat (A). ZaZzloutla bélima oka feny je dikazem zanétu
jater (B). Na jatrech je zjevna makronodularni cirhéza (C). Histologicky
obraz jaterniho vzorku ukazuje hepatocyty naplnéné médi - ¢ernd granula (D). Méd

byla namé&fena v mnozstvi 2210 mg - kg™ dwl (Fieten et al., 2014)

4.8.4  Diagnostika a terapie CT

U bedlingtonskych teriérit je onemocnéni odhalitelné DNA testem nebo
biopsii jater, kdy se urcuje obsah pfitomné médi ve vzorku (Hordk, 2007).
U ostatnich plemen je mozné jen histologické vyhodnoceni vzorku z biopsie jaterni
tkang, protoZze kauzalni mutace dosud nebyly objasnény. U bedlingtonskych teriérii
byly stanoveny primérné hodnoty mnozstvi médi u zdravych psi na méné nez
440 ng - g7 vysusené jaterni tkang (dry weight liver, dwl). Pro potvrzeni toxikozy
prekratuji  hodnoty 800 pg - g* dwl, nékteré zdroje uvadi  dokonce
a7 1000 pg - g dwl (Coronado et al., 2003).

Soucasna lécba toxikdzy je mozna D-penicilaminem, ktery se fadi mezi
chelaty a je schopny na sebe vazat méd’ a odvadét ji z téla pry¢. Lécba s sebou mize
nést riziko nezaddoucich ucinkd, jako jsou nevolnost a zvraceni. U bedlingtonskych
teriérli se doporucuje celoZivotni lé¢ba D-penicilaminem. Dalsi moznosti terapie je
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omezeni piijmu médi potravou (Fieten et al., 2014). Mnozstvi médi se da také snizit
podéavanim zinku, ktery dokaze redukovat vsttebavani médi v travicim traktu (Horak,

2007).
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5. Zavér

Dédi¢nd metabolickd onemocnéni u pst stejn¢ jako u clovéka zplsobuji
zdravotni komplikace a neumoziuji prozit plnohodnotny zivot. PfenaSeci
mutovanych alel by méli byt z chovii co nejrychleji vyfazeni, aby se piedeslo
dal$imu rozSifovani onemocnéni. Diky zvifecim modelim byla jiz na nékolik

onemocnéni vyvinuta 1é¢ba i pro lidskou populaci.

Bakalatskd prace mize dal slouzit jako studijni material. Piehled informaci

0 jednotlivych chorobach piiblizuje problematiku chovatelim i laické vefejnosti.
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