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Neuronalni ceroidni lipofuscinéza zplGsobena mutaci genu
CLN6 u plemen psu vyuzivanych pro canisterapii

Souhrn

Bakaldrska prace je zamérena na onemocnéni neurondlni ceroidni lipofuscindzy mutaci genu
CLNG6 u plemene australsky ov¢ak, které nachazi své vyuziti i jako pes vhodny pro canisterapii. Prace
je rozdélena na dvé c¢asti.

Prvni Cast je vénovana literarni resSersi o nemoci, jejim mechanismu, zdroven srovnava rlzné
genetické priciny a symptomy u clovéka a u psa. Neuronalni ceroidni lipofuscinéza patfi mezi
poruchy metabolismu lysozomU v bunkach, téZ znamé jako poliodystrofie. Dédi se autozomalng,
prevainé recesivné a projevuje se progresivnimi neurodegeneraci. Mezi hlavni symptomy patfi
slepota, ztrata kognitivnich a motorickych funkci a pfedéasna smrt. Fluorescencéni mikroskopii jsou u
nemocnych jedincl pozorovatelné shluky lipopigmentl ceroidu a lipofuscinu, které se v lysozomech
akumuluji vlivem chybné fungujici autofagie. Defekt zplsobuje nesprdavné translatovany protein,
specificky pro kazdy mutovany gen.

U Clovéka bylo zjisténo 16 kauzalnich gen( zapojenych do nemoci a u psa 8 kauzalnich genu.
Nastup nemoci a jeji progrese byla u pst srovnatelna s projevy nemoci u ¢lovéka, pes se tudiz jevi
jako vhodny model pro vyzkum moznych terapii, které by se daly aplikovat i na ¢lovéka.

Druh3 ¢ast prace byla vénovana vlastnimu experimentu. Cilem bylo navrhnout funkéni PCR-RFLP
marker, kterym by bylo mozné odlisSit mutované a nemutované alely genu CLN6. Byla navrZena
dvojice primer( pro amplikon o velikosti 332 bp. Pomoci bioinformatické analyzy bylo zjisténo, Ze
enzym Faul je schopen $tépit pouze mutovanou alelu v misté mutace (c.829T>C) na fragmenty o
velikosti 195 a 137 bp. NavrZeny marker ma kodominantni charakter - umi odlisit i heterozygoty
(=prenasece nemoci).

Pro experiment se pouzily vzorky 20 psQ, pficemz 1 z nich byl jiz dfive testovdn v jiné laboratofi
jako prenase¢. Navrienym markerem se potvrdilo, Ze se jednd skutecné o heterozygota.
Potencidlnim heterozygotem mohl byt i dalsi pes, ktery je s timto v pfibuzenském vztahu. U tohoto
vzorku byl vsak zfejmé chybné proveden odbér bukalnich stérl a béhem transportu doslo
k degradaci DNA. Analyza u tohoto psa tudiz nemohla byt provedena.

PouZitd metoda se i tak jevi jako uc¢inna a je vhodna pro pouZiti za ucelem populacni analyzy a
zmapovani vyskytu mutované alely genu CLN6 u plemene australsky ovéak v Ceské republice.

Klicova slova: pes domaci, Canis familiaris, neurondlni ceroidni lipofuscinéza, australsky
ovcéak, gen CLN6, PCR-RFLP



Neuronal ceroid lipofuscinosis caused by mutation of the
CLNG6 gene in dog breeds used for canistherapy

Summary

The bachelor thesis focuses on the disease of neuronal ceroid lipofuscinosis caused by mutations
of the CLN6 gene in the Australian Shepherd breed, which finds its use as a dog suitable for
canistherapy. The work is divided into two parts.

The first part is devoted to a literature research on the disease and its mechanism, at the same
time it compares various genetic causes and symptoms in humans and dogs. Neuronal ceroid
lipofuscinosis is a disorder of lysosome metabolism in cells, also known as poliodystrophy. It is
inherited autosomaly, mostly recessively, and manifests as progressive neurodegeneration. Main
symptoms include blindness, loss of cognitive and motor functions and premature death.
Fluorescence microscopy reveals clusters of ceroid and lipofuscin lipopigments in diseased
individuals that accumulate in lysosomes due to malfunctioning autophagy. The defect is caused by
an incorrectly translated protein specific for each mutated gene.

There were 16 causal genes involved in the disease in humans and 8 causal genes in dogs. The
onset of the disease and its progression in dogs was comparable to the manifestations of the
disease in humans, so the dog appears to be a suitable model for research into possible therapies
that could be applied to humans.

The aim of the second part was to design a functional PCR-RFLP marker that could distinguish
mutated and non-mutated alleles of the CLN6 gene. A primer pair for a 332 bp amplicon was
designed. Using bioinformatic analysis, the Faul enzyme was found to be able to cleave only the
mutated allele at the mutation site (c.829T> C) into 195 and 137 bp fragments. The proposed
marker has a codominant character - it can also distinguish heterozygotes (disease carriers).

Samples of 20 dogs were used for the experiment, one of which had previously been tested in
another laboratory as a carrier. The proposed marker confirmed that they were indeed
heterozygous. Another dog whose case is related to this could also be a potential heterozygote.
However, buccal swabs appear to have been incorrectly taken from this sample and DNA degraded
during transport. Therefore, analysis for this dog could not be performed.

The method used still appears to be effective and is suitable for use in population analysis and to
map the occurrence of a mutated allele of the CLN6 gene in the Australian Shepherd breed in the
Czech Republic

Keywords: dog, Canis familiaris, neuronal ceroid lipofuscinosis, Australian Shepherd, CLN6
gene, PCR-RFLP
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Uvod

Plemeno australského ovcéaka (AO) se v poslednich letech tési velké oblibé, a to jak
v domdcim prostredi, tak i v pracovnim, do kterého fadime napfiklad i canisterapeutickou
¢innost a asistencni aktivity se zvifaty. Poptavka po plemeni narlistd predevsim diky jeho
specifické idealni povaze, ktera je vhodna hlavné pro aktivni majitele. Australsky ovéak vedle
svoji pracovitosti a ucenlivosti totiz vynika také energicnosti a pro uspokojeni svych potreb
vyzaduje mnohem vice pozornosti, nez tomu obvykle byvd u jinych plemen uzivanych
v zoorehabilitaci.

Zaroven nové majitele pritahuje svoji Sirokou variabilitou fenotypu, v dnesSni dobé
nejCastéji tzv. ,merle” zbarvenim, které se vyznacuje typickymi geneticky podminénymi
skvrnami na srsti, Casto doprovazené heterochromii. Toto zabarveni s sebou oviem nese
velkd zdravotni rizika postihujicich zrak, pohybovou soustavu, srdecni cinnost, ale i
reprodukéni systém.

Bohuzel se ale nejedna o jediny geneticky defekt plemene, a proto byva u chovateltl AO
zvykem pred uchovnénim psa jej nechat geneticky testovat na nejrliznéjsi choroby, které by
mohly plemeno v nasledujicich generacich ohrozit.

Jednou z téchto testovanych nemoci je i neurondlni ceroidni lipofuscindza, progresivni
neurodegenerativni onemocnéni vyskytujici se jak u pst, tak i u jinych druhl savcl, véetné
Clovéka. Typickymi projevy nemoci jsou zhorseni kognitivnich a psychomotorickych funkci,
ztrata zraku, epileptické zachvaty a predcasna smrt.

Nemoc se vramci rlznych plemen projevuje jinymi kauzalnimi geny a mutacemi, u
australského ovcaka je nositelem mutace gen CLN6 a CLNS.

Tato prace je zamérena na gen CLN6 a konkrétni substitucni mutaci ¢.829T>C, ktera ma za
nasledek zdménu tryptofanu za arginin, a zpUsobuje tedy nefunkénost proteinu CLN6.

Experimentdlni ¢ast se soustfedi na navrieni vhodného genetického markeru pro
mutovany gen CLN6 a ndslednou identifikaci mutace v genu pomoci PCR-RFLP a restrikéniho
Stépeni.



1 Cil prace
2.1 Védecké hypotézy
e Genetické pfriciny vzniku neuronalni ceroidni lipofuscindzy jsou u rdznych plemen
zplUsobeny mutacemi rliznych genud. U plemene australsky ovéak se predpoklada, ze
toto onemocnéni zpUsobuje substitucni mutace 7. exonu genu CLN6.
e Kauzalni mutace zpUsobuje vznik restrikéniho mista pro enzym Faul. Existuje tudiz
predpoklad pro navrzeni PCR-RFLP markeru odlisujiciho pldvodni a mutovanou alelu
genu CLNG6.

2.2 Cile prace

Cilem prace je zpracovat literarni resSerSi zamérenou na genetické pficiny vzniku
neuronalni ceroidni lipofuscindzy u psu. Experimentalni ¢ast prace je zamérena na navrzeni
genetického markeru pro identifikaci kauzalni mutace genu CLN6 u plemene australsky
ovcak.



2 Literarni reserse

3.1 Australsky ovcak

Australsky ovéék je stredné velké plemeno psa, které ma navzdory svému jménu puvod ve
Spojenych statech. Byl uz od pocatku pro svoji nednavnost a pracovitost vyuzivan jako
pastevec ovci na rancich. Existuje mnoho teorii, jak australsti ovéaci pfrisli ke svému jménu.
Jednou z teorii je odvozeni jména od dovazenych ovci, které hnali, nebo podle zbarveni blue
merle, ke kterému se pridavné jméno ,australsky” pridavalo. (Coile 1999) Popularni teorii je
také jejich podobnost s baskickymi ovcaky, ktefi byli importovani do Spojenych statli pravé
z Australie.

Svym vzhledem jsou velmi podobni border koliim a byvaji s nimi ¢asto zaménovani.
Uznavané barvy jsou cerna, blue merle, ¢ervend merle a ¢ervena a kazdd z téchto barev
muze také obsahovat rlizné kombinace bilych znakd na krku, na hrudi, koncetinach, na
spodni strané tlamy a jako lysinka na hlavé. Diky tomu je u toho plemene dostupna Siroka
Skala zbarveni srsti. Bila barva by ale neméla byt dominantni (pfedevs$im na hlavé), nebot
s sebou nese velkd, geneticky podminéna, zdravotni rizika.

Mezi dalsi typické znaky pro AO patfi ocas, ktery muze byt prirozené dlouhy, nebo naopak
kratky (neptesahuje 10 cm), trojuhelnikové, vysoko nasazené usi a hnédé, modré nebo
jantarové o¢i, pfipadné kombinace téchto barev. Casto se vyskytuje heterochromie. U blue
merle a ernych jedincl jsou oCi lemovany ¢ernou barvou, stejné jako je nos ¢erni, red merle
a Cerveni jedinci maji naopak jatrovy (hnédy) nos a okraje ocnich vicek. (Cisafovsky 2008)

Obrazek 1: Australsky ovcak. Prevzato z www.petsdhomes.co.uk/
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3.1.1  Australsky ovcak v canisterapii

Pro canisterapii nejsou vymezena zadna vhodna plemena, vidy zdlezi na povaze a na
kondici jednotlivych psu. Australsky ovcak je velmi aktivni plemeno, zndmé pro svoje nadseni
pro praci a rychlou uc€enlivost. Byva zaroven velmi pfitulny a poslusny a s lidmi se sndasi velice
dobfte. Je proto vhodnym kandidatem pro canisterapeutickou ¢innost.
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3.2 Neuronalni ceroidni lipofuscindza

Tato bakalarska prace se zabyva onemocnénim neuronadlni ceroidni lipofuscinézy u
Clovéka i u psa, nebot existuje Siroka variabilita kauzalnich mutaci, které mizeme pozorovat
u konkrétnich plemen. Pes se také jevi jako idedlni model pro vyvoj novych terapeutickych
prostredkl. Ty by se pak mohly aplikovat i u ¢lovéka.

Neuronadlni ceroidni lipofuscinéza (NCL) je dédicné neurodegenerativni onemocnéni
charakteristické stfadanim autofluorescencniho materidlu lipofuscinového charakteru
v neuronech a jinych tkanich, nasledkem ¢ehoZ dochazi u postizeného jedince k progresivni
neurodegeneraci koncici predcasnym udmrtim. Vlidské populaci se jedna o jedno
z nejcastéjSich détskych onemocnéni neurogenetického typu, zndmé téz jako Battenova
choroba, které se radi mezi tzv. poliodystrofie. Jedna se o nemoci, které jsou zplsobené
geneticky podminénou poruchou metabolismu a odbouravani lipidQ. V pripadé NCL se jedna
o ceroid a lipofuscin, lipopigmenty, které poskozuji bunku jak toxicky, tak i mechanicky
(Vlachova 2005).

NCL se dédi autozomalné, vyjma jednoho pfipadu recesivné, a v soucasné dobé bylo
popsano mnoho forem, které se odlisuji kauzativnim mutantnim genem a dobou nastupu
nemoci (viz tabulka 1), pfiCemz jejich patomorfologické projevy v bunkach zlstavaji stejné
(viz nasledujici kapitoly).

Ve Spojenych statech se prevalence v lidské populaci uvadi 1:12 500 (Zeman 1969; Rider
et al., 1988).

Tabulka 1: Prehled kauzalnich gen( spojenych s NCL u clovéka (prevzato z databaze UCL)
CLN: oznaceni genu pro NCL; PPT: palmitoyl-protein thioestrdza 1; TPP1: tripeptidyl
peptidaza 1; CSPa: Cystein-string protein alpha; CTSD: cathepsin D; CTSF: cathepsin F

GEN PROTEIN NASTUP (Rakht(j:‘K:;iﬁ:mls) FUNKCE (Huber, 2016)
CLN1 PPT INCL 1p32 Lysozomalni enzym
CLN2 TPP1 LINCL 11p15.5 Lysozomalni enzym
CLN3 CLN3 JNCL 16pl12.1 Transmembranovy protein
CLN4 CSPa ANCL 15921-g23 Membrdanovy protein
CLN5 CLN5 LINCL 13921.1-g32 Lysozomalni protein
CLN6 CLN6 LINCL 15921-g23 Transmembranovy protein
CLN7 MFSD8 LNCL 4928.1-gq28.2 Transmembranovy protein
CLNS CLN8 LNCL 8pter-8p22 Transmembranovy protein
CLN9 CLN9 JNCL neuvedeno neuvedeno
CLN10 CTSD CNCL 11p15.5 Lysozomalni enzym
CLN11 PGRN ANCL 17921.31 neuvedeno
CLN12 ATP13A2 JNCL 1p36.13 Transmembranovy protein
CLN13 CTSF ANCL 11q13.2 Lysozomalni enzym
CLN14 KCTD7 INCL 7911.21 Membranovy protein
CLCN6 neuvedeno LINCL neuvedeno neuvedeno
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SGSH neuvedeno ANCL neuvedeno neuvedeno

ARSG neuvedeno neuvedeno neuvedeno neuvedeno

e CNCL (kongenitalni forma), velmi vzacna, dité se rodi s abnormalné malou hlavou
(mikrocefalii) a se zachvaty, umird brzy po porodu.

e INCL (infantilni forma, téZ Santavuoriho-Haltiova choroba) nastupuje mezi 6 mésici a 2
lety a postupuje velmi rychle. Typicky se objevuji kratké, ostré svalové kontrakce
nazyvané myoklonické zachvaty, které spadaji do kategorie epileptickych zachvat(l. Dité
také byva postizeno mikrocefalii. Umrti se udava kolem 5. roku. (Mantel et al. 2004)

e LNCL (détska forma) postihuje déti kolem 2. a 4. roku Zivota, s Umrtim do 12 let.

e JNCL (juvenilni forma), téz casto oznaCovana jako Battenova choroba, je zplisobena
mutaci genem CLN3 (ostatni juvenilni formy jsou nazyvany CLN9). Nemoc se u ditéte
zaCne projevovat kolem 5.-10. roku, ve vegetativnim stavu se miZe takto postizeny
¢lovék dozit i 30 let. VSechny détské formy NCL jsou klinicky charakterizovany predevsim
progresivni deterioraci motorickych i kognitivnich funkci, slepotou a epileptickymi
zachvaty. (Gardiner et al. 1990)

e ANCL (adultni forma), NCL ktera se projevi v dospélosti, se vyznacuje predevsim demenci
nasledkem degenerativnich zmén v mozkové tkani (Haltia 2003).

3.2.1 Mechanismus nemoci

3.2.1.1 Endozomalné lysozomalni systém
V bunkach savcl existuje nékolik zplsobl, jak degradovat nepotfebné ¢i nefunkéni

proteiny a organely — nejzndméjsi je ubiquitin-proteasovy systém a autofagie koncici
degradaci makromolekul v lysozomech. Oba tyto mechanismy se vzdjemné doplfuji, a
udrzuji tak v burice homeostdzi mezi anabolickymi a katabolickymi déji (Voges 1999).

Lysozomy jsou soucasti endozomdlniho systému eukaryotickych bunék (Dack et al. 2009)
a jejich hlavni roli je degradace endocytovaného nebo intraceluldarniho materialu
prostfednictvim plsobeni vice nez 50 rozpustnych kyselych hydroldz (napf. glykosidazy,
protedzy, lipdzy, nukledzy, fosfatdzy) a vice nez 120 proteind v membrané lysozomu (Braulke
a Bonifacino 2009). Ultrastrukturalné se v cytosolu jevi jako vacky, jejichz povaha se mUze
rdznit podle typu bunky a podle aktudlniho stavu organely — napf. jejich velikost a pocet se
mUze drasticky zvysit ndsledkem nahromadéni nestraveného materidlu (Appelqvist et al.
2013). Tvar se pohybuje od sférického po trubkovity. Velikosti lysozom( se lisi v zavislosti na
typu bunky; ve vétsiné bunék je velikost lysozoml mensi nez 1 um (napf. hepatocyty,
neurony), v nékterych bunkach (napf. makrofagy) mohou presahnout i nékolik mikront
(Lallmann-Rauch 2005).

Pfed degradaci ostatnich bunéénych slozek silnymi katabolickymi enzymy chrani burku
lysozomalni membrana — jednoducha fosfolipidova dvojvrstva o tloustce 7-10 nm (Saftig et
al. 2010). Lysozomalni membrdana vsak predstavuje vice nez jen mechanické ohraniceni, musi
totiz plnit velké mnozstvi rliznych funkci, véetné udrzovani pH gradientu mezi lysozomalnim
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lumenem a cytoplazmou buriky. V lysozomu se totiz pH pohybuje mezi hodnotami 4 a 5 a je
udrZovana protonovou ATP zavislou protonovou pumpou v membrané (Terman et al. 2010;
DiCiccio a Steinberg 2011). Membrdana lysozomu zaroven zprostiredkovava fuzi s endozomy
nebo jinymi organelami, pficemz fidi prlchod materidlu, a zafizuje také transport
degradacnich produkt( do cytoplazmy (Eskelinen et al. 2003).

Prostfednictvim receptoru se primarni lysozomy, které obsahuji nové vzniklé hydrolazy,
fuzuji se stravitelnym substratem, a vznikaji tak sekundarni lysozomy. Nestravitelny substrat

viu
[

se hromadi jako tzv. ,,pigment stafi“ v tercialnich lysozomech. (Cataldo et al. 1994)

Vznik lysozomu

Podle studie van Meel a Klumperman (2008) existuje nejméné pét rlznych zplsobl, jak
mulze vbunce vzniknout vezikul. Nejlépe zdokumentovana je ,klasicka”“ endocytdza
zprostifedkovana proteinem klathrinem (Obrazek 1). Ta zac¢ind napojenim ligandy na receptor
zasazeny v membrané do tzv. ,povlecené jamky“ (angl. coated pit), jez zaktivuje Cinnost
proteinu klathrinu, kterym je jamka povlecena na cytosolové strané. Klathrin na membrané
vytvofi sit, kterd nasledné odskrcuje ¢ast membrany za vzniku transportniho vacku.

A4 4 O 283
o

? recyklovany endozom
L

tasny endozom

ofe) pozdni endozom
%DDD (MVE)

TGN

Golgi

ER

Iysozom

1 = klathrin

Obrézek 2: Vznik lysozomu (van Meel a Klumperman 2008)

Tyto nové vezikuly se nasledné zbavuji plasté z klathrinu a vznikaji ¢asné endozomy.
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Endozomy maji mirné kyselé pH, které zplsobuje oddéleni nékterych ligandd (v tomto
pripadé jiz materidlu zachycenému k degradaci) z jejich receptor(. Vyprazdnéné receptory
pak putuji pomoci recykla¢nich endozomi zpét na plazmatickou membranu, pfipadné trans-
Golgiho sit (TGN).

Béhem zrdni do pozdniho endozomu se zvySuje obsah vackd uvniti lumenu, tzv.
intralumindlni vacky (ILV), proto jsou endozomy casto oznacovany jako multivezikularni
téliska (MVB). Ta ndasledné mohou ILV vypustit ven z buiiky po fuzi s cytoplazmatickou
membrdanou jako exozomy, nebo se spojit s lysozomy (Edgar 2016).

Postupnym zranim v lysozom MVB obsahuje méné endocytovaného materidlu uréeného
k recyklaci, ale vétsi mnoZstvi lysozomalnich proteind. Ty jsou syntetizovany
v endoplazmatickém retikulu a Golgiho komplexu a pak vstupuji do TGN. Mezi TGN a
endozomdlnim systémem tak vznikd spousta cest, které zprostiedkovdvaji transport
esencialnich slozek pro spravné fungovani lysozomu. (van Meel a Klumperman 2008)

Pro lysozomy jsou nezbytné dvé tfidy protein(: rozpustné lysozomalni hydrolazy a
proteiny lysozomdlni membrany, které jsou silné glykosylovany. Jejich oligosacharidova
slozka mannosa-6-fosfat funguje vtomto pfipadé jako adresa pro doruceni proteinu
z Golgiho komplexu do lysozomu. Nutno podotknout, Ze tato cesta neni jedind, nicméné je
nejznaméjsi, a jakékoliv chyby v tomto systému, at uz u transportu ¢i syntéze proteind,
mohou vést k problémU0m, které postihuji fungovani celého organismu. (van Meel a
Klumperman 2008)

Autofagie
Autofagie je katabolicky proces, pfri kterém dochazi k uzavieni cytoplazmatického

materidlu dovnitf dvojitych membran autofagozomi a transportu k nasledné degradaci v
lysozomu (Dupont et al. 2017). Uvadi se, Ze autofagie je aktivovdna predevsSim béhem
stresovych podminek, jako je hladovéni buriky nebo virova infekce. Savci bunky pouzivaji
autofagii béhem téchto situaci k degradaci nepotifebnych bunécnych slozek, ¢imz uvolni
materidl pro jiné Zivotné dlleZité biosyntetické reakce. Autofagie také pfispiva k vyvoji,
k regulaci rlstu a dlouhovékosti burnky. Pfi nedostatcich v tomto procesu také dochazi
krdznym  onemocnénim, napf. krakoviné (Eskelinen, 2000-2013) nebo i
k neurodegenerativnim onemocnénim jako je Parkinsonova nemoc (Klionsky a Emr, 2000)
nebo pravé NCL (Terman et al. 2010).

Makroautofagie

V zavislosti na zpUsobu predani cytoplazmatického materidlu do lysozomalniho lumenu se
rozliSuji tfi rdzné autofagické cesty: 1) makroautofagie nebo jednoduse autofagie, 2)
mikroautofagie a 3) autofagie zprostfedkovana chaperonem, z nichZ prvni — makroautofagie
— je nejlépe prozkoumana. (Feng et al. 2014)

U makroautofagie samotné dale rozliSujeme dva poddruhy, které se odviji od
zpracovavaného materidlu: 1) neselektivni (za stavu nutri¢ni deprivace) a 2) selektivni, ktera
rozliSuje a vede k degradaci konkrétni organely nebo makromolekuly. Mezi nejzndméjsi
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selektivni autofagie patfi mitofagie (mitochondrie), pexofagie (peroxizomy), nukleofagie
(nukleus) nebo xenofagie (patogenni mikroorganismy) a dalsi, které uvadi ve své praci Jin et
al. (2013) a Mochida et al. (2015).

autolysozom

Obrazek 3: Vznik autofagozomu a fuze v autolysozom (Klionsky et al. 2014)
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Makroautofagii Ize jednoduse rozdélit do nékolika zakladnich kroku: signalizace v burice,
sekvestrace cytoplazmy, tvorba vezikuly kolem cytosolu pomoci membrany - tzv.
phagophoru, a premisténi vzniklého autofagozomu k lysozomu (Wang a Klionsky 2003).
Autofagozomy samy nejsou schopny degradace, nebot postradaji lysozomalni proteiny
(Eskelinen 2005), a proto slysozomy fuzuji za vzniku nového uUtvaru — autolysozomu
(Klionsky et al. 2014). V autolysozomu nasledné probéhne degradacni proces.

Lysozomy se tedy spoji s autofagozomy za vzniku autolysozomd, , hybridnich® organel,
které obsahuji shromdazidény materidl pochazejici jak z vnéjsku, tak i vnitfku burky. Po
dokonceni degradace uzavieného materidlu se tyto lysozomy proménuji v ,,odpocivajici”
organely, které se ptipravuji na dalsi fuze a dalsi degradacni procesy. (Klionsky et al. 2014)

3.2.1.2 Mitochondrie

Mitochondrie jsou semiautonomni organely prokaryotického plvodu. BEhem evoluce se
mitochondrie staly nedilnou soucasti eukaryotické buriky, a to diky endosymbidze, kterd
probéhla ve vyvoji bunécénych organismi pred miliardami let. Jejich pocet se lisi v zavislosti
na typu bunky, od jedné aZz po nékolik tisic mitochondrii. Pfestoze mitochondrie obsahuiji
svlj vlastni genom, jejich replikace a jiné vlastni funkce jsou zavislé na importu jaderné
kodovanych transkriptt. (Palikaras et al. 2017)

DuleZitost mitochondrii pro eukaryotickou bunku spociva hlavné v klicové roli pfi produkci
adenosintrifosfatu (ATP), hlavniho zdroje energie buriky, ktery se syntetizuje pti aerobnim
dychani oxidativni fosforylaci zprostredkovanou komponenty elektronového transportniho
fetézce, které se nachazeji ve vnitfni mitochondridlni membrané. Kromé toho se
mitochondrie podileji na nékolika dalSich funkcich pfispivajicich k homeostaze buriky,
metabolismu lipid(i, nebo také k regulaci apoptotické bunécné smrti, jakoZ i ke kontrole
zanétlivych odpovédi a mechanism0 burky (Nicholls 2005; Tait a Green 2011; Picard et al.
2015; Kim et al. 2016).

PoSkozeni mitochondrie byva predevsim multifaktoridlni a projevuje se nedostatkem
vyroby ATP a naopak nadmérnou produkci reaktivnich forem kysliku (angl. reactive oxygen
species = ROS). Jednim z ROS je napfiklad superoxid 0,7, ktery vede k oxida¢nimu poskozeni
bunécénych slozek, jako jsou mitochondrialni a cytoplazmatické proteiny a lipidy, pak ale také
mitochondridlni DNA, coZ znovu vede ke zvySeni produkce ROS a k dalsimu poskozeni
organely, ¢imZ se vytvari zaCarovany kruh (Tang et al., 2015). Kromé toho mUZe produkce
ROS aktivovat tzv. mitochondrial permeability transition pore, neboli protein zplsobujici
nahly narlst propustnosti mitochondrie. Tento protein je spojen s dysfunkci organely, nebot
jeho aktivace vede k mitochondridlni depolarizaci, zastaveni syntézy ATP, uvolnéni Ca?*,
inhibice respirace a v neposledni radé k otoku matrixu, ktery zapfi¢inuje rupturu vnéjsi
mitochondridlni membrany a nakonec i uvolnéni proapoptickych proteind, jako je cytochrom
¢, jehoZ mobilizace vede k bunécné smrti (Bernardi a Di Lisa 2015).
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Mitofagie

Makroautofagie je nejucinnéjsim mechanismem burnky, ktery zajistuje Uplné odstranéni
nevratné poskozenych mitochondrii (mitofagie) (Li et al. 2012). Reparativni role mitofagie se
zvysSuje za stresovych podminek. Podle studie Miwa et al. (2008) se uvadi délka Zivota jedné
mitochondrie v jatrech mysi na 1,83 dne, v ptipadé dietniho omezeni dokonce 1,16 dne.

Mitofagie je zvlastné dulezitd pro dlouho Zijici postmitotické bunky, jejichz mitochondrie
trpi vyraznym poskozenim zpuUsobené oxidacnim stresem. Uvadi se, Ze dysfunkéni
mitochondrie maji za nasledek predevsim urychleni mechanismu starnuti bunky (Lemasters
2005), které se projevuje akumulaci pigmentu lipofuscinu. DalSim projevem defektu
mitochondrii miZe byt i napriklad rozvoj Parkinsonovy choroby (Youle a Narendra, 2011).
Presné fungujici mitofagie je tedy pro bunku klicova i z divodu potencidlniho poskozeni
naslednych autofagickych procest, pri kterych je cytosol ohroZen vypusténim toxickych
proteinll z lysozom, coz mlze nakonec vyustit v bunécnou smrt (Todde et al. 2009).

Oxidacni stres

Pfi autofagii dochazi uvnitf lysozomu k degradaci makromolekul obsahujicich Zelezo, jako
jsou napriklad feritinové a mitochondrialni komplexy, nasledkem c¢ehoZz je pak lumen
lysozomu bohaty na Zelezo, které byva zc¢asti redoxné aktivni, a mlzZe tak reagovat se
zbytkem obsahu lysozomu a vyvolat spolu s peroxidem vodiku (H202) pro organelu fatalni
oxidacni stres. (Kim et al. 2015)

H,0; je pfitomen vlumenu bunky predevsim kvuli mitochondriim, ve kterych vznika
v dychacim tetézci redukci superoxidu. Pokud se toto okyslicovadlo stietne s redoxné
aktivnim Zelezem, at uz v lysozomu ¢i v mitochondrii, hrozi burice nebezpedi, nebot peroxid
interaguje s kationtem Zeleza za vzniku hydroxylového radikalu, jak je popsano nize v rovnici:

H20; + Fe?* - OH™ + OHe + Fe**

Tento proces je nazyvan téz jako Fentonova reakce a hydroxylovy radikal (OHe) je znam
jakoZto jedno z nejnebezpecnéjsich oxidacnich Cinidel, které v burice mohou vzniknout.
Vlastnosti této molekuly je vysoka reaktivita, ktera ma za nasledek poskozeni okolnich
struktur (Lloyd, 1997).

Pritomnost radikal( v lysozomu ma za nésledek intralysozomalni oxidaci, také nazyvanou

peroxidaci, s vyslednym poskozenim lysozomalni membrany a makromolekul podstupujicich
autofagickou degradaci. Nékteré oxida¢ni produkty pfitom polymerizuji (vznikaji
lipopigmenty, napf. lipofuscin), stavaji se nedegradovatelnymi a hromadi se v lysozomech
postmitotickych bunék (neurony), protoze tyto buriky jej nemohou dale pfirozené rozdélovat
bunéénym délenim. (Terman et al. 2010)
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3.2.1.3 Lipopigmenty

Lipopigmenty jsou nazyvana Zluto-hnéda granula nachdzejici se uvnitf bunék, které je
mozné barvit lipofilnimi barvivy a jeho fluoreskujici struktury zobrazit pomoci UV svétla (Di
GUardo 2015). Zaroven reaguji positivné na PAS (Periodic Acid Schiff) reakci, na barvivo
Sudan Black B a jsou viditelnd pod elektronovou mikroskopii. (Bourne 1973)

Mnoho praci uvadi existenci dvou lipopigment(: lipofuscinu a ceroidu. Zaroven prace
Perroty et al. (2018) spolu s dalSimi upozornuje na ¢astou zaménu téchto dvou pojm, ktera
plyne predeviim z nedostatku informaci o jejich biogenezi, mechanismu ucinku a
biologickém vyznamu v metabolismu bunék.

Starnouci pigment, l1épe zndmy jako lipofuscin (odvozeno od latinského lipo = tuk a fuscus
= tmavy), je nerozpustny lipidovy pigment Siroce rozsifeny v ZivocisSnych organismech.
Hromadi se v lysozomech jakoZzto normalni soucast procesu starnuti organismu a bunék
v ném, predevSim bunék dlouhovékych a postmitotickych, jako jsou neurony, srdecni
myocyty, epitelidIni buriky retinalniho pigmentu a bunky kosterniho svalstva (Perrotta 2018).
Poprvé byl objeven roku 1842 v Hannoveru. O jeho progresivni akumulaci v ohledu na
starnuti bunky se ale nevédélo az do konce 19. stoleti. (Salmonowicz a Passos 2017)

Na druhou stranu, ceroid neni oznac¢ovan za starnouci pigment, ale spiSe je povazovan za
patologickou jednotku spojenou s chorobnymi stavy souvisejicimi s vékem, jako je napfr.:
Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, srdec¢ni selhani a makularni degenerace.
Hromadéni pigmentu povahy ceroidu se v organismu objevuje i za jinych patologickych
podminek, jakymi jsou napf. neurodegenerativni choroby (NCL), mozkové léze, nutricni
cirhdza a nedostatek vitaminu E, ktery je pficinou tzv. lidského Brown Bowel syndromu,
lipofuscindzy strev (Albrecht 2014).

Vzhledem k znacné zesitované tercialni strukture lipofuscinu a jeho nedegradovatelné
povaze se uvadi, Ze hraje rozhodujici roli pfi inhibici proteazomové funkce, mitofagie,
autofagie, a zaroven iniciuje nadmérnou tvorbu reaktivnich kyslikovych radikal(i (Snyder a
Crane 2019), jak je popsano v nasledujici kapitole.

Vznik lipofuscinu

Lipofuscin nepatfi mezi inertni materidl — jeho povrch je chemicky velmi reaktivni a mize
narusovat bunécny metabolismus. Povaha a struktura tohoto lipopigmentu se liSi mezi
tkanémi. Studie Moreno-Garcia et al. (2018) uvadi, Ze lipofuscin vykazuje znacnou
heterogenitu ve sloZeni oxidovanych proteint (30-70%), lipidd (20-50%), pficemz jeho
toxicita spociva predevsim ve schopnosti vazat na sebe kovy, jako je Zelezo, méd, zinek,
mangan, hlinik a vapnik, a to do koncentrace az 2% (Jolly et al. 1995, Seehafer a Pearce
2006). Obsah téchto kovl obsaZzenych v lipofuscinu je vysvétlen absorpci proteind na kovy
bohatych, naptiklad mitochondrialnich protein(. Jung et al. ve své praci z roku 2007 dokonce
uddva, Ze v pripadé vrozenych neuronalnich lipofuscindz asi 50% obsahu proteinti mohou byt
zbytky podjednotky c z mitochondrialni ATP syntazy, dalsi zdroj (Mole et al. 1999) pak udava
u nékterych typa NCL pritomnost glykoproteint saposind A a D.

Takovéto slozeni vede k redoxné aktivnimu povrchu lipofuscinovych ¢&astic, coz ma za
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nasledek zvyseni Fentonovy reakce v burice, a tim paddem se usnadniuje a urychluje tvorba
lipofuscinu kvali stale se navysujici peroxidaci lipidi a protein(.

Lipofuscin se ndsledné postupné akumuluje ve stdrnoucich postmitotickych burikach,
nebot je prakticky nestravitelny a buriky tento material nemohou vyloudit exocytézou,
postmitotické bunky (neurony) jeho mnozstvi nemohou redukovat ani karyokinezi (Héhn a
Grune 2013). Neni zcela jasné, pro¢ se v lysozomech vyskytuji nedegradovatelné Ilatky,
nicméné dalsim divodem jeho toxicity je postupné vypliovani cytoplazmatického prostoru
v prlibéhu casu, které bunku omezuje mechanicky. Postupné se sniZzuje funkéni bunécna
schopnost, coZz nakonec vede k apoptické smrti buriky. Objem buriky obsazeny lipofuscinem
muze dosahnout maximalnich hodnot asi 40 % z cytoplazmy u starsich Zivocisnych bunék, u
stoletého ¢lovéka az 75 % v motorickych neuronech. (Yin 1996)

DalS$im z negativnich ucink( lipofuscinu uvedenych v praci Jung et al. (2007) je jeho
schopnost sniZzovat proteazomalni a lysozomalni degradaci. Tim, Ze zabira misto
v lysozomalnim kompartmentu a enzymy uvniti organely na néj soustreduji svoji funkci,
snizuje degradac¢ni kapacitu.

spravné fungujici burika

syntéza nowvych
biomolekul a biogeneze

oxidaéni oprava DNA organel
stres
proteolyza
poikozené kompozita s nizkou
biomalekuly maolekularni
a organely hmotnosti
autofagie

intralysozomalni oxidatni
poskozeni

extralysozomalini odpad,
napf.: poEkozené mitochondrie,
oxidovane cytosolicke proteiny

intralysozomalni cdpadni latky:
lipofuscin

snizena autofagie
snizena produkce ATP
Iwiena tvarba ROS

buné&éna smrt

Obrazek 4: Cyklus oxidacniho stresu a autofagie v burice (Terman a Brunk 2005)

20



3.3 NCL u psa domaciho

V ptipadé lidské NCL bylo zaznamendno vice nez 440 genetickych variant, prehled variant

NCL mutaci je dostupny v databazi (https://www.ucl.ac.uk/ncl-disease/). Vsechny lidské

varianty mutaci souvisejici s NCL se nachdazeji na celkem 16 lokusech. Pfipady NCL byly

identifikovany i u dalSich druhd, napft.: u ovci, kocek, prasat a u skotu a pst (Rossmeisl et al.

2003). Nicméné, pes domdci je pro studie NCL a pfipadné objeveni mozné terapie dllezity.

Vétsina s NCL spojenych mutaci byla totiz identifikovdna na jiz znamych CLN genech, které

jsou homologni s lidskymi.

Tabulka 2: Prehled genli NCL identifikovanych u plemen ps(, typ mutace, nastup nemoci a

eutanazie psa

NASTUP | EUTANAZIE
GEN PROTEIN MUTACE PLEMENO L. L. ZDROJ
(mésice) (mésice)
CLN1 PPT1 c.124+1G>A Italsky corso pes 8 10 :(;;ilc:;s“ etal
CLN1 PPT1 C736_737insC Trpaslici jezevéik 8 14 Sanders et al. (2010)
CLN2 TPP1 c.325delC Dlouhosrsty jezevcik 7-9 12 Katz et al. (2008)
Kolicheski et al.
Border Kolie, (2016)
CLN5 CLN5 €.619C>T i L 12-23 15-29 _
Austrasky honacky pes Melville et al. z roku
2005
CLN5 CLN5 €.934_935delAG |Zlaty retrivr 13-17 30-34 Gilliam et al. (2015)
CLN6 CLN6 €.829T>C Australsky ovéak 18 24 Katz et al. (2011)
Chihuahua, ini
CLN7  |MFSD8 |c.843delT S , 12 16-24 | Ashwinietal (2016)
Cinsky chocholaty pes Guo etal. (2015)
CLN8 CLN8 delCLN8 Alpsky jezevcikovity brakyf Hirz et al. (2017)
CLN8 CLN8 neuvedeno Saluki 10-12 20 Lingaas et al. (2018)
CLNS CLNS8 c.491T>C Anglicky setr 12-14 24-27 Katz et al. (2005)
Australsky ovcéak (+
CLNS CLNS8 c.585G>A s 8 21
krizenec) Guo et al. (2014)
CLN10 CTSD c.579G>A Americky buldog 11-36 42-66 Evans et al. (2005)
CLN12 ATP13A2 | c.1623G>A Tibetsky teriér 60-96 do 120 Farias et al. (2011)

Nasledujici kapitoly poskytuji informace pro srovnani klinickych a fyziologickych projevi

mutovaného genu u ¢lovéka a u psa.
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3.3.1 Mutace genu CLN1 u clovéka

Mutace v genu CLN1 ma za nasledek v infantilni formu, které je mezi takovymito NCL u
Clovéka nejcastéjsi (téz znama jako Santavuori-Haltiaova choroba). Zacne se projevovat ve
druhé poloviné prvniho roku Zivota s do té doby normdlnim vyvojem, pak zacné dochazet ke
ztraté motorickych funkci vedoucich k hypotonii. Ztrata zraku se objevuje pfiblizné kolem 1
roku a nasleduji projevy refrakternich zachvatu. U takového jedince je pfitomna mikrocefalie
a umrti byva obvyklé do véku 7 let. (Bennett et al. 2013)

Protein PPT1

PPT1 je maly glykoprotein, ktery se svoji enzymatickou funkci podili na lysozomalni
degradaci. Jeho hlavnim ukolem je odstranéni zbytku palmitové kyseliny z palmitoylovanych
proteinl, konkrétné z aminokyseliny cysteinu (Gupta et al. 2001). Diky palmitoylaci totiz
ziskaji modifikované proteiny hydrofobni charakter, ktery podporuje interakci s membranami
¢i jinymi hydrofobnimi proteiny, diky kterym se mohou ukotvit v membrdnach, ¢i byt
transportovany ve vezikulach. (Sanders et al. 2010)

Mutace genu CLN1 u trpasli¢iho jezevcika

Sanders et al. (2010) zkoumali pripad psa trpasliciho jezevcika, ktery se narodil po
incestim spojeni matky/syna. Poté, co po dobu nékolika mésicl vykazoval progresivni
neurologické priznaky (vypsany nize), byl pes vysetfen ve véku 9 mésicd u veterinarskych
specialistl v jizni Floridé. Nasledné byla provadéna pravidelna neurologicka a oftalmologicka
vySetfeni po dobu 5 mésicl a na zakladé klinickych pfiznak( a progresivni povahy byl
diagnostikovan NCL. V 7 mésicich fundoskopie odhalila tézkou degeneraci sitnicovych cév a
fidnuti celé sitnice. Pes byl utracen ve véku 14 mésicl na Zadost majitele a s jeho souhlasem
se odebraly vzorky k dalSim analyzam.

Projevila se zvySend nervozita, snizend interakce s jinymi psy v domacnosti, zavainé ztraty
schopnosti rozpozndvat nebo odpovidat na pfikazy (na jeho jméno), ztrata schopnosti
rozpoznat majitele a jiné osoby v domacnosti, zvySena citlivost na hlasité zvuky, cyklické
chovani, zvySeni vokalizace, ztrdta schopnosti prelézt prekazky (schody), tfes, ztrata
orientace, tézka ztrata zraku, pretrvavajici hlavové pohyby, narazeni do prekazek.

Béhem mikroskopické analyzy (Obrazek 4) byla nalezena loZiska autofluorescencniho
materidlu v neuronech sitnice (3), cerebella -predevsim v granuldrni vrstvé (2) a v mozkové
kare (1).

Mutace popsand vtomto vyzkumu je inzerce jedné baze, nasledkem ¢&ehoZz dochazi
k posunu ¢teciho rdmce. Takovyto posun vede ke ztraté jedné ze tfi aminokyselin jadra, coz
se pro enzym PPT1 stava fatdlni hlavné z hlediska mozného naruseni hydrofobniho jadra
v pfipadé nespravné translace, které slouzi jako vazebné misto pro substraty enzymu.
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Obrazek 5: Autofluorescencni material v neuronech sitnice u trpasli¢iho jezevcika
(Sanders et al. 2010)
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Mutace genu CLN1 u italského corso psa

Ve véku 10 mésicu byla pfijata fena na Univerzitu ve Wisconsinu (Kolicheski et al. 2017).
Priblizné dva mésice pred prijmem zacala fena vykazovat zndmky letargie, ataxie a
Serosleposti, do dvou mésict pfisla o zrak Uplné. BEhem neurologického vysetieni ve Skole
veterindrni mediciny se pfiSlo na absenci pupilarniho reflexu, strabismus, absenci reakce levé
panevni koncetiny pfi posturalni zkousce (tzv. hopping), mirnou ataxii a hypermetrii vSech
koncetin. JelikoZ dochazelo k neustdlému zhorSovani stavu, byla provedena eutanazie feny.

Na snimcich pofizenych béhem mikroskopické analyzy (Obrazek 5) je patrno, Ze fena
vykazovala vyrazné nizsi hustotu bunék ve vnéjsi granularni vrstvé mozkové kary (A) ve
srovndani se zdravym jedincem (B a D), stejné tak je tomu u mozecku. Ve vsech vrstvach
mozkové kury byla prokazana reaktivni astrogliéza - reparacni reakce astrocytd (C).

(Kolichesky et al. 2016)

Obrazek 6: Mikroskopicka analyza mozkové kiry (Kolichesky et al. 2016)
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3.3.2 Mutace genu CLN2 u clovéka

Onemocnéni typu CLN2 se nejcastéji vyskytuje se zachvaty a s ataxii s pozdnim infantilnim
obdobi (vék 2—4 let), ¢asto v kombinaci se spozdénim vyvoje feci nasledovano progresivni
détskou demenci, motorickym a zrakovym zhorSenim a predCasnou smrti. Atypicky se
objevuji fenotypy s pozdéjsim nastupem nemoci a v nékterych ptipadech delsi délkou Zivota.
(Fietz et al. 2016)

Protein TPP1

Tripeptidyl-peptiddza 1 patfi mezi lysozomdlni protedzy, enzymy Stépici proteiny,
s prevahujici exoproteolytickou aktivitou (oddéluje aminokyseliny od terminalniho konce
proteinu). U CLN2 pacientl je inaktivni, u CLN5 pripad( byla naopak pozorovana jeho
zvysena aktivita u fibroblastll, coZ by mohlo indikovat funkéni propojeni mezi témito dvéma
proteiny. (Getty a Pearce 2010)

Na zakladé skutecnosti, Ze je tento protein rozpustny, a diky tomu mlze byt exogenné
transportovan deficientnim burikdm, se provadéji studie o potencidlni uc¢innosti genovych a
kmenovych bunécénych terapii pro |éCbu této poruchy. (Katz et al. 2008)

Mutace genu CLN2 u dlouhosrstého jezevcika

Nasledujici prace Katz et al. (2008) obsahuje rozsahly vyzkum o deterioraci sitnice vlivem
nemoci zpuUsobené mutaci genu CLN2. Zkoumal se vrh 4 Ssténat jezevcik(, jedna
homozygotné zdrava fena, dva heterozygotni psi a jeden homozygotné nemocny pes, a to po
dobu 10 mésicld. Nasledné byli oba homozygoti a jeden heterozygot utraceni, aby jejich
sitnice mohly byt studovany z morfologického hlediska.

Nemocny pes vykazoval ve véku 3 mésich normdlni vysledky zrakovych vysetieni, ovsem
v 7 mésicich bylo na vysledcich elektroretinografu (ERG) jasné vidét zhorSeni, konkrétné
doslo k vyraznému propadu hlavni viny b, ktery se i nadale prohluboval. U psa vymizel
rohovkovy reflex, pupilarni reflex, v 8 mésicich byl funkéné slepy. V 10 mésicich byla v obou
ocich pozorovatelna klidova mydridza (rozsifeni zornic).
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Obrazek 7: Vysledky ERG, Sipka vyznacuje vinu b, zkratka mo vyjadfuje vék v mésicich
(Katz et al. 2008)
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Obrazek 8: Mikroskopicka analyza sitnice (nahote celd sitnice, nize bunécné vrstvy). A vyznacuje
viditelnou deterioraci, B oznacuje snimky z prvnich vysetfeni. (Katz et al. 2008)
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3.3.3 Mutace genu CLN3 u clovéka

Deficit v genu CLN3 ma za nasledek chorobu zvanou jako Battenova nemoc, kterd je u lidi
v ramci vSech NCL nejcastéjsi formou onemocnéni. Obvykle zac¢ina v détstvi (JNCL) a prvnim
pfiznakem byva progresivni ztrata zraku u dfive zdravého ditéte nasledovdna zménami
osobnosti, problémy s chovanim a pomalym ucéenim. Zachvaty se vétSinou objevuji do 2-4 let
od ztraty zraku, mohou se vsak objevit kdykoli v pribéhu nemoci. Postupna ztrata
motorickych funkci se za¢ne projevovat nemotornosti, klopytanim a symptomy podonym
Parkinsonové chorobé. Postizeny jsou obvykle odkdzani na invalidni vozik, ¢i pfipoutani
na lGZku a umiraji predcasné. (Mirza et al. 2019)

V Zzadném plemeni psa nebyla mutace tohoto genu dosud evidovana.

Protein CLN3

CLN3 koéduje transmembrdnovy protein (téZ Batten, Battenin) s 438 aminokyselinami,
ktery se sklada ze 6 segement(ll presahujicich membranu. Tento protein mlze hrat daleZitou
roli pfi zrani a fuzi autofagozoma, endolysozomalnich kompartmetnl a pripadné axonalnich
vacka. Také ovlivriuje stav a motilitu pozdnich endozomui/lysozom( a spolu s dal$imi
komplexy se Ucastni endocytické kaskady. (Kollmann et al. 2013)

3.3.4 Mutace genu CLN4 u clovéka

CLN4 byl pavodné pouzivan k popisu vSech adultnich forem nemoci NCL: autozomalné
dominantni forma, Parryho choroba, nebo recesivné dédi¢na Kufsova choroba. Ovsem u
Kufsovy choroby s projevy progresivni myoklonalni epilepsie (typ A) byly zjistény predevsim
mutace v genu CLN6, zatimco u Kufsovy choroby s demenci a motorickymi poruchami (typ B)
byly popsany mutace vgenu CTSF (popsdno v kapitole CLN13). Parryho choroba je
identifikovdna dvéma mutacemi zplsobujicimi defekt v genu DNAIJCS5, a pravé u této formy
se pouziva genovy symbol CLN4. (Kollmann et al. 2013)

V zadném plemeni psa nebyla mutace tohoto genu dosud evidovana.

Protein CSPQ

Gen DNAIC5 koduje cysteinovy retézec proteinu a (CSPa), chaperon, ktery zajistuje
sklddani proteinli a byl nalezen na synaptickych vdaccich v neuronech a na sekrecnich
granulich v raznych endokrinnich, neurokrinnich a exokrinnich burikach. K mutacim v genu
dochazi ve vysoce konzervované oblasti retézce cysteinu, kterd je zodpovédna za
vazbu/zacileni na membranu a oligomerizaci. (Carcel-Trullols et al. 2015)
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3.3.5 Mutace genu CLN5 u clovéka

Pavodné bylo CLN5 zndamo jako vzacna forma NCL omezend na finskou ¢i jinou
severoevropskou populaci (téZ zndma jako tzv. Finska varianta). Podle novéjsich studiich jsou
ale mutace vtomto genu mnohem castéjsi, nez bylo dfive pozorovano. Prace Xin et al.
(2010), kde pozorovali skupinu 10 nemocnych pacientli, poukazuje na variabilitu véku
nastupu nemoci (4-17 let). Nejcastéji (70%) se nemoc projevila jako LINCL, primérny vék
nastupu byl 5,6 let. Dva pacienti nejevili znamky zachvat(, ztrata zraku byla prvnim
rozpoznanym symptomem u 2 pacient(l. Ostatni pfiznaky typické pro NCL byly zaznamendany
do 1-8 let po prvnim klinickém projevu.

Protein CLN5

Funkce proteinu neni v soucasné dobé dosud znama. Predpoklada se, Zze se jedna o
rozpustny lysozomalni protein, u néjz byla dokazana interakce s dalSimi NCL proteiny, CLN2 a
CLN3. (Vesa et al. 2002)

Mutace genu CLN5 u border kolie

U plemene border kolie se nemoc projevuje pozdéji, mezi 16-21 mésici véku a stejné jako
bylo jiz zminéno u pfipadu CLN1, byla nemoc doprovazena zménou chovani (hyperaktivita,
bazlivost, agrese, cyklické chovani, ztrata paméti), postupnou ztratou koordinace télo a
epileptickymi zachvaty. Pozdéji se u nich rozvinulo zrakové postiZzeni, ne vidy nasledovano
slepotou (Tabulka 3). V praci Studdert a Mitten (1991) se predpoklada, Ze si vétsSina psl
zachovala urcité zbytky zraku az do konce. Eutanazie nasledovala mezi 18.-28. mésicem
véku.

Tabulka 3: Rozvoj symptom( u plemene border kolie (Studdert a Mitten 1991)

L vék (mésic)
Klinické priznaky
rozsah primér

Zmény chovani 16-23 19,5
Motorické

. 16-24 20,8
abnormality
Ztrata zraku 17-24 21,2

V dalsi praci Melville et al. z roku 2005 zkoumali vzorky 96 zastupcl plemene border kolie,
z nichz 24 bylo nemocnych NCL a 27 jedincl bylo heterozygotnich. Dalsi zastupci byli pridani
pro kontrolni uéely vyzkumu. Cilem bylo lokalizovat pomoci srovnavaci genomiky a genetické
metody vazbové analyzy gen CLN5 a vyvinout jednoduchy test pro zjisténi mutace v exonu 4,
ktery by umoznil screening populace border kolii jakoZto preventivni opatfeni proti Sifeni
mutovaného genu v populaci.
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Mutace genu CLN5 u australského honackého psa

O stejném typu mutace, totiz substituci C za T, se zmifuje ve své praci Kolicheski et al.
(2016), vénované pripadu mladého australského honackého psa, ktery vykazoval pfiznaky
typické pro NCL.

Snimky mozku z magnetické rezonance (MRI), rovina sagitalni (A), rovina transverzalni (B),
T1-vaZeny obraz po dodani kontrastnich latek v dorzalni oblasti (C). Mozkomisni mok (CSF) je
bily a mozkovy parenchym 3edy v T2-vaZenych obrazech (A a B). Cerna Sipka (A) vyznaduje
postupujici atrofii v oblasti talamu, dilatace mozkovych komor (snimek A: 3. mozkova
komora = zelena Sipka, 4. mozkova komora = cCtyfcipa hvézda; snimek B a C: postranni
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mozkové komory = péticipé hvézdy), zluta Sipka (B) upozornuje na rozsifovani mozkovych ryh
a zZluta Sipka (A) na zvyseny CSF obklopujici mozecek.

Mutace genu CLN5 u zlatého retrivra
Ve své praci Gilliam et al. (2015) zjistili z DNA nemocného psa, Ze mutace c.934_935delAG

v genu CLN5 zplsobuje posun celého ramce, ktery je nasledkem vzniku pred¢asného stop
kodénu. Takto vznika jina varianta proteinu, kterd nasledkem prerusené translace postrada
39 C-koncovych aminokyselin, ¢imz pfichazi o svoji funkénost.

3.3.6  Mutace genu CLN6 u clovéka

Pacienti s LINCL zp(isobenou mutacemi v genu CLN6 byli hlaseni v Ceské republice,
Chorvatsku, Portugalsku, ve stfedni a jizni Americe, vzacné také v severni Evropé. Obvykle se
u nemoci postizenych jedincl objevuji poruchy zraku v détstvi postupujici ke slepoté.
Ocekavana délka Zivota se Casto pohybuje kolem véku 20-25 let. Sato et al. (2016) ve své
praci uvadi prvni ptipad mutace CLN6 v Japonsku.

Protein CLN6

Funkce proteinu CLN6 neni dosud znama, a proto zatim neni zcela jasné, jaké nasledky
maji defekty v tomto ER proteinu na lysozomalni funkci. Zatim se vi, Ze syntéza, tridéni a
funkce enzymu byly srovnatelné s témi v nemutovanych burkach, defekt se ale projevoval
v degradaci exogenniho proteinu arylsulfatazy A, konkrétné v jeho endocytéze. (Heine et al.,
2004).

Mutace genu CLN6 u australského ovcaka

Ve véku 18 mésicu zacala fena australského ovéaka vykazovat zhorSeni zrakovych funkci,
v 19 mésicich o zrak pfiSla Uplné. Soucasné zacala vykazovat znamky Uzkosti, zacykleného
chovéni a ztraty koordinace, které se postupné zhor$ovaly. Uzkost se stupriovala pfi hlasitych
zvucich a fena prestala chtit chodit ven. Zaroven ztratila schopnost reagovat na hlasy svych
majitel(, nakonec pro ni bylo i obtizné najit vodu a jidlo. Fena byla uspana ve véku 24
mésicl. (Katz et al. 2011)
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3.3.7 Mutace genu CLN7 u clovéka

Zacatek pribéhu nemoci povahy LNCL se uvadi mezi 2-11 lety (prdmérny ndastup v 5
letech), ndsledné dochdzi k progresivni ztraté kognitivnich a pohybovych dovednosti,
s progresivni mikrocefalii a rozvojem zachvatl a rdznych neurologickych pfiznakl véetné
ataxie. (Craiu et al. 2015)

Protein MFSD8
Se svym nazvem MFSD8 (=Major facilitator superfamily domain-containing protein 8) se

protein fadi do rodiny MFS membranovych proteinli. MFS je velmi rozsahla rodina proteind,
ktera je pfitomna ve vSech tridach Zivych organismu. Jsou to jednoduché polypeptidy, které
jsou schopny transportu malych molekul pfes membranu na zakladé chemiosmotického
gradientu, ktery je pfimo spjat s bunéénym dychanim. (Morelli et al. 2019)

MFSD8 patfi mezi polytopické (transmembranové) proteiny s 12 membranovymi
doménami a mél by se nachazet v lysozomalni membrané. Zatim se nevi, jaky material
konkrétné protein pfes membranu transportuje. (Siintola et al. 2007)

Mutace genu CLN7 u Civavy

U plemene civavy byla identifikovana homozygotni delece jednoho paru bazi a posun
ramce v MFSD8, coZ ma za nasledek predcasny stop kodén. Predpoklada se, Ze posun
nastava v ramci 7. transmembranové domény, ¢imz ztraci svoji funkénost. Guo et al. (2015)

Ve studii (Ashwini et al. 2016) byly zkoumany ctyfti Civavy, které vykazovaly podobné
progresivni neurologické pfiznaky. Dvé z nich byli nepfibuzni, dlouhosrsti psi z Japonska, pak
dvé kratkosrstké Civavy, z Italie a z Anglie, u kterych byla progrese velmi podobné té psiim
z Japonska. Co je zajimavé, mezi postizenymi Civavami nebyly nalezené Zadné pribuzenské
vztahy.

Rozsahlé rozSifeni nemoci a skutecnost, Ze se vyskytuje jak u dlouhosrstych, tak i
kratkosrstych plemen, svédc¢i o tom, Ze kauzdlni alela mGze byt mezi ¢ivavami relativné
béZna, ale bylo by zapotiebi rozsahlého screeningu neptibuznych ¢ivav k potvrzeni této
hypotézy.

33



Tabulka 4: Porovnani vyskytu symptomu u ¢lovéka, mysi domaci a plemene Civavy (Faller et
al. 2016)

Mus
Neuropatologické jevy Homo sapiens Canis familiaris
musculus

Retinalni degenerace Ano Ano Ano
Akumulace ceroidniho lipopigmentu Ano Ano Ano
Akumulace PCMAS Ano Ano Neprokdzano
Reaktivni astroglidza Ano Mirné Ano
Generalizované epileptické zachvaty Ano Ne Ne
Myoklonus/ataxie Ano Ano Ano
Atrofie CNS Ano Ne Ano

oo Ano Ano
Predc¢asna smrt Ne .

(11,5 let) (eutanazie v 1,5-2 letech)

Mutace genu CLN7 u ¢inského chocholatého psa

Stejnd mutace genu MFSD8 byla nalezena i u plemena cinského chocholatého psa. Je
pravdépodobné, Ze mutace vznikla u jednoho z téchto plemen a byla do druhého plemena
prenesena umysinym, ¢i ndhodnym ktizenim. Prestoze byl dosud identifikovan jen jediny
zastupce plemene nemocny NCL, v ndvaznosti na predeslé plemeno Civavy by se nemél
vyskyt mutace u toho plemene opomijet. (Ashwini et al. 2016)

3.3.8 Mutace genu CLN8 u clovéka

U clovéka je gen CLN8 mutovan do dvou rlznych klinickych fenotypl: 1) progresivni
epilepsie s mentdlni retardaci (EPMR) s juvenilnim ndstupem a 2) LINCL. Identifikovalo se
nejméné 24 rlznych mutaci, typu delece a missense, které stoji pravé za nemoci NCL.

Protein CLN8

CLN8 je vsSudeptitomné exprimovany ER membranovy protein neznamé funkce,
pravdépodobné se podili na vezikularnim transportu. CLN8 interagoval dle prace Di Ronza et
al. (2018) se dvéma tretinami lysozomalnich enzym(, jeho nedostatek vede k vycerpani
rozpustnych enzymu v lysozomu, ¢imZz se narusSuje biogeneze lysozomu. Mutace by méla
zpUsobovat neschopnost vazby proteinu na lysozomalni enzymy.

Mutace genu CLN8 u saluki

V prdci Lingaase et al. (2018) byla zkoumdna fena, kterd ve véku 22 mésicl vykazovala
progresivni zmény v chovani a na zadost majitele byla usmrcena. Prvni klinické priznaky se
objevily kolem 10-12 mésicQ, fena zacala byt neklidna a uzkostliva. Nasledujici mésice se
pfidalo poskozeni zraku a sluchu, celkovd dezorientace a bazlivost feny. V 20. mésici méla
velké obtize vidét za Sera a zacaly se také objevovat pravidelné epizody epileptickych
zachvat(, které rozhodly o eutanazii feny.
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Mutace genu CLN8 u anglického setra
Zpocatku se u plemene NCL neprojevuje, stejné jako u jinych LINCL ptipadl. Mezi 1-2 lety
vSak ve své praci Katz et al. (2005) pozoruje typické symptomy pro NCL — zachvaty,

progresivni pokles motorickych i kognitivnich funkci a poSkozeni zraku. Takto postizeny pes
plemene anglicky setr umira priblizné ve véku 2 let, a to nadsledkem nezvratitelnych zachvat(.

Mutace genu CLN8 u alpského jezevcikovitého brakyre
Ve své préci Hirz et al. (2017) pozoruje pripad dvou polosourozencti nemocnych NCL.

Zverejniuje vySetreni z magnetické rezonance, histologie, elektroretinografie, fluorescencni a
transmisni elektronové mikroskopie, které jsou odrazem typickych symptomu pro NCL.

Mutace genu CLN8 u australského ovcaka a krizence

Kfizenec australského ovcéaka a australského honackého psa zacal vykazovat zndmky NCL
ve véku 8 mésicl. Eutanazie probéhla v 21. mésici. Guo et al. (2014) zjistili, Ze mutaci v genu
je tranzice ¢.585G>A, stejné jako je tomu u australského ovédka v pripadé NCLS8. Ve stejné
praci také identifikovali heterozygotnost 4 australskych ovéaki z celkovych 1481 vzorka.

3.3.9 Mutace genu CLN9 u clovéka

Schulz et al. (2004) ve své praci popisuji pripad 2 srbskych sester a 2 némeckych bratrd,
ktefi vykazuji znamky JNCL. Uvadéji, Zze bunky s nedostatecnou expresi genu CLN9 vynikaji
svym fenotypem — bunécna téla jsou zaoblend, jadra jsou vyraznd, Spatné se kultivuiji,
pricemZ jejich rdst je zvySeny. Byla pozorovana zména v expresi genl zapojenych do
apoptézy a bunécné adhezi. RovnéZz byl v bunkach narusen metabolismus sfingolipidd,
vychazejici ze snizené hladiny ceramidu a zvySené aktivity palmitoyltransferazy.

V zadném plemeni psa nebyla mutace tohoto genu evidovana.

3.3.10 Mutace genu CLN10 u clovéka

Onemocnéni zplsobené mutaci v genu CLN10 se zacne projevovat v raném Skolnim véku.
Steinfeld et al. (2006) uvadi, Ze u pozorované pacientky byla v pocatcich sledovdna ataxie a
poruchy zraku, MRI odhalilo atrofii koncového mozku i mozecku. Pozdéji doslo i k atrofii
sitnice, poklesu kognitivnich schopnosti, ke ztraté reci a motorickych funkci. Ve véku 17 let
pacientka musela zUstavat uvazana v invalidnim voziku.

Protein CTSD

Katepsin D, translatovan genem CTSD, je exprimovan témér ve vsech bunkach v ER, odkud
je transportovdn do endozom a lysozomu, kde slouzi jako hlavni proteaza v intracelularnim
rozkladu bilkovin. Funkcéné je spojen s fadou mechanisma podilejicich se s jeho zvySenou
expresi na progresi rakoviny, vcetné proliferace, invaze, metastdzovani a angiogeneze.
(Radisky 2010) Zaroven bylo zjisténo, Ze vedle enzymatické aktivity katepsin také ovliviiuje
bunécénou signalizaci a ztrata jeho funkce vede k apoptdze buriky. (Benes et al. 2008)
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Mutace genu CLN10 u amerického buldoka

U americkych buldok( se NCL projevuje v rané dospélosti. PostiZzeni psi obvykle vykazuji
hypermetrii a ataxii pfed dosazenim véku 2 let. ZhorSeni psychomotorickych schopnosti
postupuje pomaleji, pes umird vétSinou do véku 7 let. Evans et al. (2005) dokonce uvadi po
sledovani prlibéhu nemoci u 9 pst priimérny vék eutanazie 4,9 let (3,5-5,5 let).

Stejné jako u jinych pripadd NCL, i u tohoto plemene se vyskytuje nahromadény
autofluorescenéni material uvnitf v neuronech a v sitnicovych gangliovych bunkach. Navic pfi
svém zkoumdni Awano et al. (2006) nasli tyto inkluze i ve fotoreceptorovych burikach, ¢imz
vyvstava hypotéza, Ze katepsin D je nezbytnou proteazou pravé ve fotoreceptorech.

3.3.11 Mutace genu CLN11 u clovéka

Progranulin (PGRN) je glykoprotein kédovany u lidi genem GRN. Presna funkce sice dosud
nebyla zjisténa, ale vi se, Ze je zapojen do Cetnych fyziologickych a patologickych procesd,
véetné regulace zanétl,, hojeni ran a tumorigeneze. Zaroven pulsobi jako neurotroficky
faktor.

Mutace vtomto genu je spojena se dvéma neurodegenerativnimi nemocemi.
Heterozygotni mutace, nedostatecné mnoistvi PGRN, zpUsobuje degeneraci
frontotemporalniho laloku (FTLD), kterd vede k ¢asnému nastupu demence. Homozygotni
mutace ma za nasledek Uplnou ztratu PGRN a je pficinou NCL. Ackoliv se jedna o jiné nemoci,
fenotypy obou mutaci se prekryvaji, coz naznacuje spole¢ny mechanismus obou chorob.
(Zhou et al. 2019)

V Zadném plemeni psa nebyla mutace tohoto genu evidovana.

3.3.12 Mutace genu CLN12 u clovéka

ATP13A2 (ATPase cation transporting 13A2) je endolysozomalni transportér kationtd kovu
(Mn, Zn), ktery je geneticky zapojen do spektra neurodegenerativnich poruch, véetné Kufor-
Rakebova syndromu (KRS) — parkinsonismus s demenci — a Parkinsonovou chorobou
s asnym nastupem (van Veen et al. 2020). ATP13A2 se ucastni mitochondridlni
bioenergetiky a autofagolysozomalnich cest, zaroven podporuje bunécnou endocytdzu
polyamin(. PFfi vysokych koncentracich polyaminy indukuji bunécnou toxicitu, kterd se
zhorsuje ztratou proteinu v dlsledku lysozomalni dysfunkce. (Park et al. 2015)

Mutace genu CLN12 u tibetského teriéra

Mutace vtomto genu zpuUsobuje u plemene deleci jedné baze, kterd ma za nasledek
predcéasny stop kodon a NCL u tibetského teriéra. V pripadé lidského genu mutace zpUsobuje
KRS. Tato zjiSténi tedy naznacuji, Ze KRS u lidi a NCL u tibetskych teriérl je jedna a tataz
nemoc. U obou dochazi k atrofii mozku, zménam chovani a ztraté kognitivnich funkci, jiné
klinické priznaky se vsak lisi - u psa se rozviji cerebrdlni ataxie, ktera u pacient(i KRS nebyla
hldsena, a naopak KRS vykazuje symptomy parkinsonismu a pyramidalni dysfunkce, ktera
nebyla u pst pozorovana. (Farias et al. 2011)
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3.3.13 Mutace genu CLN13 u clovéka

Kufsova choroba, NCL u dospélych jedincl, je nemoc naro¢nd na diagnostiku. Mutace
vgenu CLN6 je znamou pfi¢inou Kufsovy choroby typu A, typickou progresivni
myoklonusovou epilepsii, zatimco molekularni pfi¢ina typu B, projevujici se demenci a
motorickou deterioraci, zstala dlouho neodhalena. Smith et al. (2013) zjistili, Ze za druhym
typem tohoto onemocnéni stoji pravé mutace v genu CLN13 zpUsobujici defekt v proteinu
katepsinu F.

V zadném plemeni psa nebyla mutace tohoto genu evidovana.

Protein CTSF

Cysteinovy katepsin F (CTSF) hraje dUlezitou roli pfi zpracovani MHC glykoprotein( Il. tfidy
(MHCII) bilych krvinek, coz ma za nasledek potladeni imunitni odpovédi, nebot tyto
glykoproteiny maji za ukol aktivovat T-lymfocyty, které pravé slouzi jako imunitni odpovéd
proti antigenu. CTSF je se svymi 251 aminokyselinami nejdelSim lidskym katepsinem. (Turk et
al. 2012, Somoza et al. 2002)

3.3.14 Mutace genu CLN14 u clovéka

Mutace vgenu CLN14 zpUsobuje u lidi progresivni myoklonickou epilepsii (PME),
heterogenni skupinu prevazné autozomalné recesivné zdédenych generalizovanych epilepsii,
které jsou charakteristické myoklonem, tonicko-klonickymi zachvaty, neurodegeneraci a
psychomotorickym poklesem, cerebelarni ataxii a ¢asnou smrti (Kousi et al. 2012). Existuje
nékolik typl tohoto onemocnéni, napr.: Unverricht-Lundborgova choroba, Laforova choroba,
nebo pravé NCL. (Horak 2016)

V zadném plemeni psa nebyla mutace tohoto genu evidovana.

Protein KCTD7

Protein KCTD7 (Potassium channel tetramerisation domain containing 7) svoji funkci
ovliviiuje draselné kandly bunék, iontové kanaly, které jsou u neuronud klicové k regulaci
polarizace bunky (Azizieh et al. 2011). Zaroven se zjistilo, Ze KCTD7 odpovidd za rozvoj
vaskulatury v konkrétnich regionech sitnice. Alevy et al. (2019) ve své studii piSe, Ze ztrata
proteinu zpusobila zvySeni vétveni cév a Ze vznik hluboké vaskulaturni vrstvy byl opozdén.
Funkce proteinu je tedy neurovaskularni — jeho nizkd exprese byla doprovdzena zvySenym
poctem bipolarnich bunék v prvnim postnatalnim tydnu, coZ mélo za nasledek pokles funkce
sitnice.
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3.3.15 Jiné mutované geny u clovéka souvisejici s NCL
CLCN6 a SGSH

Podle databaze schranujici data o NCL u lidi (UCL) byly nalezeny jesté dalsi dva mutované
geny u pacientd s NCL. Mutace v genu CLCN6 byla identifikovdana u dvou pacientl NCL
s pozdnim ndstupem, dvé mutace v genu SGSH u pacienta s ANCL. Defekt v genu SGSH
obvykle zplsobuje nemoc znamou jako mukopolysacharidéza Ill. Typu (Sanfilipdv syndrom),
kterda ma velmi podobny klinicky pribéh jako NCL. (Meyer et al. 2008)

ARSG

V praci Abitbol et al. (2010) dosly ke zjiSténi mutace c.296G>A v genu arylsulfatazy G
(ARSG), ktera byla v této studio pfimo spojena s NCL u plemene amerického stafordsirského
teriéra. ARSG totiZz patfi mezi enzymy obsazené v lysozomech a mutace vtomto genu se
projevila az 75% sniZzenim jeho aktivity v burikach postizenych psa.

3.3.16 Dalsi plemena s ndlezem NCL

Tabulka 5: Plemena s nepotvrzenou kauzalni mutaci NCL genu

NASTUP | EUTANAZIE
PLEMENO .. . ZDROJ
(mésice) (mésice)
Polsky niZinny pes 6 3-8 let Narfstrém et al. (2007)
36-48
Dalmatin 6 7-8 let Goebel a Dahme (1986)
Knira¢ maly 487 N Jolly et al. (1997)
Kokrspanél 18 N Wilkie a Hudson (1982)
Labradorsky retrivr N 8 let Rossmeisl et al. (2003)
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3.4 Lécba a terapie

U vétsiny psich NCL se jedna o velmi vzacné poruchy, a proto mlze byt velmi obtizné je
odliSit od ostatnich progresivnich neurologickych onemocnéni. To z NCL ¢ini skupinu poruch
naro¢nou k diagndze pro lékare, nebot je pravdépodobné, Ze vétsina postizenych psu je
utracena kvali progresi nemoci, aniz by byla diagndza stanovena. Pokud byla u plemene
identifikovana kauzalni mutace, mlze to diagnostiku znacné ulehcit, nicméné absence
mutace v jiz znamych alelach nevylucuje nemoc jako takovou. Z minulé kapitoly je vidno, Ze i
u jednoho plemene existuje vice kauzalnich mutaci, zaroven muze dojit k situaci, Ze pes trpi
jinou formou NCL, u které dosud nebyla mutace v kauzdlnim genu identifikovéna. (Katz et al.
2017)

| tak jsou psi srdznymi formami NCL potencidlné vynikajicimi modely pro vyzkum
moznych terapii, které mohou byt nasledné pouzity na lidské pacienty.

Napftiklad studie na miniaturnich jezevcicich s mutaci v TPP1, ktefi se chovaji a udrzuji na
University of Missouri od roku 2006, pozorovala pozitivni vysledky enzymové substitucni
terapie. Infuze rekombinantniho lidského proteinu TPP1 do mozkomiSniho moku vedla
k dramatickému zpoZdéni nastupu nemoci a jeji progresi, doslo k zachovani kognivitnich
funkci a vyznamné prodlouzeni délky Zivota (Katz et al. 2014).

Lu et al. (2015) ve své studii zase podavali lidsky rekombinantni PPT1 do mozkomisniho
moku lumbalni injekci, ve tfech po sobé nasledujicich dnech, mysim ve véku Sesti tydna s
deficitem PPT1. Tato terapie prodlouzila jejich preZiti o sedm tydn( bez zjevné neprimérené
toxicity.

Dalsi formy NCL, které jsou zpUsobeny nedostatecnou enzymatickou aktivitou, budou
pravdépodobné také odpovidat pozitivné na podobné terapeutické postupy, které byly
vyvinuty pro geny CLN1 a CLN2. BohuZel, NCL zplsobené defekty v membranovych
proteinech budou vyZzadovat mnohem vice vyzkumu, aby mohla byt navrZena U¢innd terapie.
(Hawkins-Salsbury et al. 2013) Momentalné se vedle terapie nahrazenim enzym( [écba
zaméruje predevsim na genovou terapii nebo terapii kmenovymi burikami.

V dubnu 2017 byla FDA (Ustav pro kontrolu potravin a 1é¢iv) schvélena prvni a v sou¢asné
dobé jedina terapie pro NCL typu 2 pomoci rekombinantni lidské TPP1 — cerliponazy alfa.
(Lewis et al. 2020)
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Milasen
Zasadniho milniku ve vyzkumu se také povedlo dosdhnout tymu Kim et al. (2019), kdy

vytvorili pod zastitou Boston Children’s Hospital Iék Milasen - antisense oligonukleotid
specidlné navrzeny pro 6 letou divku trpici mutaci v genu CLN7. Antisense oligonukleotidy
jsou navrzeny tak, aby zakryly mutovany usek mRNA, a znemoznili tak translaci daného
mutovaného genu. Diky tomu se nevytvofi patologickd bilkovina, kterd by v télnich burikdch
spustila nechtény rfetézec patofyziologickych reakci. Pomoci genové terapie byla do pacienta
vpraveny molekuly DNA obsahujici spravné fungujici alelu tohoto genu.

Milasen byl divce zprvu poddavan injekéné kazdé 2 tydny, pricemz davka byla postupné
zvySovdana z 3,5 mg na 42 mg. Po uplynuti 4 mésicl Milasen dostdvala kazdé 3 mésice. Za tu
dobu bylo mozné pozorovat zlepSeni symptoma typickych pro nemoc, predevsim se o 63 %
sniZil pocet zachvatl (z 31,5 na 11,7), kterymi divka trpéla denné i nékolik minut, doba trvani
kleslao 52 % (ze 108 s, na 52 s).

BohuZel, protoze je tento lék vyvinut podle mutované alely od konkrétniho pacienta, ned3
se pouzit k |écbé a terapii jinych pacientd NCL.
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3.5 Genetické testovani

3.5.1 Molekularni markery

Molekularni marker je v genetice dllezitym voditkem pro sledovani urcitého znaku v rdmci
taxonomickych a populacné genetickych studii. Da se jimi hodnotit biodiverzita, konstruovat
genové mapy a pouZivaji se pro markerovou selekci u Slechténi jak zvirat, tak i rostlin, a
k diagnostice autosomalnich recesivnich genetickych poruch. Molekuldarnim markerem muze
byt napriklad opakujici se poradi nukleotidd v DNA (mikrosatelity), izoenzymy (stejnda funkce,
ale jiné geny), alloenzymy (alternativni varianty enzymu ze stejné alely), restrikéni fragmenty
zalozené na polymorfismu DNA — RFLP (polymorfismus délky restrikénich fragment() nebo i
jednonukleotidovy polymorfismus (SNP). (Schlétterer 2004)

Podle Tanskley (1983) jsou DNA markery charakterizovany nasledovné:
e jejich exprese neni zavisla na podminkach prostredi
e |zeje aplikovat i pfi minimalnim mnoZstvi biologického materialu
e vhodna elektroforeticka a deteké¢ni technika

3.5.2 PCR

Hlavni prdlom molekularnich markerd byl podnicen vyndlezem polymerdzové retézové
reakce (PCR). Poprvé mohl byt jakykoliv genomicky region amplifikovan a analyzovan, aniz by
bylo zapotrebi izolace velkého mnozstvi Cisté genomické DNA. PCR je jednoducha technika
slouzici k exponencionalnimu naklonovani useku DNA, v nékolika hodinach je mozné vytvorit
az miliardy kopii (Obrazek 11). (Mullis 1990)

PCR probihd v nésledujicich krocich (Obrazek 10):

1) Denaturace templatové DNA. Svysokou teplotou (94-95 °C) se rozStépi vodikové
mUstky mezi nukleotidy. Diky tomu vzniknou jednoretézcové molekuly DNA, na které
mohou nasledné nasednout DNA polymerazy.

2) Annealing. Vytvoreny primer, kratny fragment jednoretézcové DNA, komplementarni
k ¢asti templatové DNA, umozni vytvoreni kratkého dvouretézcového Useku. K tomuto
kroku je potfeba ,annelacni teplota“.

3) Prodluzovani. Polymerazy zahdji svoji enzymatickou reakci a dokonci za zvysSené
teploty (obvykle 72 °C) replikaci DNA. Z jedné templatové DNA vznikaji dvé kopie.
(Kaunitz 2015)
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Obrézek 12: Princip exponencialniho klonovani DNA u PCR (Mullis 1990)
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3  Material a metody

4.1 Hodnoceni psi
K experimentalni ¢asti bakalaiské prace bylo odebrano 20 vzork(l k izolaci DNA a k nasledné
analyze. Tu¢né vyznaceni jedinci byli vybrani na zakladé informaci z databaze KCHBO, vzorek
€. 1 nese heterozygotni mutaci, u vzorku ¢. 20 se heterozygota predpoklada. Vybrani jedinci
maji stejného predka.

Tabulka 6: Prehled odebranych vzorkl se zakladni charakteristikou ps(

(of Barva Rok narozeni | Pohlavi
1 | Blue-merle s bilymi znaky a hnédym palenim 2010 pes
2 | Cervena s bilymi znaky 2012 pes
3| Cernd s bilymi znaky 2017 pes
4 | Blue-merle s bilymi znaky a hnédym pdlenim 2019 pes
5| Cernd s bilymi znaky a hnédym palenim 2018 fena
6 | Cervena s bilymi znaky a hnédym palenim 2017 pes
7| Cernd s bilymi znaky a hnédym palenim 2018 fena
8 | Cerna s bilymi znaky a hnédym pélenim 2017 fena
9| Cervena s bilymi znaky a hnédym palenim 2018 fena

10 | Cervena s bilymi znaky a hnédym palenim 2018 pes
11 | Cerveny-merle s bilymi znaky a hnédym palenim 2019 fena
12 | Cerveny-merle s bilymi znaky a hnédym palenim 2019 fena
13 | Cerveny-merle s bilymi znaky a hnédym palenim 2017 pes
14 | Cerna s bilymi znaky a hnédym palenim 2014 fena
15 | Cervena s bilymi znaky a hnédym palenim 2017 pes
16 | Cerna s bilymi znaky a hnédym palenim 2018 fena
17 | Blue-merle s bilymi znaky a hnédym pdlenim 2017 fena
18 | Cerveny-merle 2017 fena
19 | Blue-merle s bilymi znaky a hnédym palenim 2008 fena
20 | Blue-merle s bilymi znaky a hnédym palenim 2006 fena
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4.2 Izolace DNA

DNA byla odebrand metodou bukalnich stérli ze sliznice psa pomoci sterilnich
cytologickych kartackl. Kartacky se nechaly vysusit ve sterilnim prostredi. Nasledné byla ¢ast
kartacku s odebranym vzorkem odstfizena do mikrozkumavky. Izolace DNA ze stérd probéhla
pomoci NucleoSpin® Tissue Kitu od firmy Macherey-Nagel a dle jejich uvedeného postupu.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Ke kazdému vzorku se pridalo 180 ul T1 pufru a 25 pl Proteindzy K. Vzorky byly
promichany ve vortexu a inkubovany po dobu 30 minut pfi teploté 56 °C s pribéznym
promichanim.

Nasledné se do vzork( pfidaly 4 pl RNAzy a 200 ul B3 pufru. Vzorky byly znovu
promichdany a inkubovany 10 minut pfi 70 °C.

Kartacky byly z mikrozkumavek vyjmuty a pfidalo se ke vzorkim 210 pl 96% etanolu.
Nasledovalo promichani.

Obsah mikrozkumavek byl pomoci mikropipet presunut do zkumavky se silikadtovym
filtrem.

Zkumavky byly odstfedény 1 minutu centrifugou pfi 11 000 x g, diky cemuZ se DNA
zachytila na filtru. Zbyla tekutiny protekla skrz a byla nasledné vylita.

Do kazdého filtru se pridalo 500 ul BW a vzorky se daly znovu odstfedit na centrifugu
se stejnymi podminkami. Nasledné se pridalo 600 pl pufru B5 a znovu probéhla
centrifugace.

Nepotiebna tekutina byla vylita a po dalsSim cyklu na centrifuze se tento krok
opakoval.

Pro uvolnéni DNA ze silikatového filtru se pridalo 100 pl pufru BE, nasledovano
centrifugaci 2 minuty pfi 11 000 x g.

Uvolnény obsah z filtru se znovu prepipetoval na filtr a vzorky se daly odstfedit na 30
sekund do centrifugy.

10) Ziskané vzorky DNA se nasledné skladovaly v mrazicim boxu pfi teploté -20 °C.
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4.3 Navrzeni PCR-RFLP markeru pro identifikaci kauzalni mutace genu CLN6
popsané Katz et al. (2011)

4.3.1 PCR amplifikace fragmentu genu CLN6 s kauzalni mutaci

V mezindrodni nukleotidové databdazi ensembl
(https://www.ensembl.org/Canis_familiaris/Gene/Sequence?db=core;g=ENSCAFG00000017
473;r=30:32246411-32264240) byla identifikovana pozice kauzalni mutace (c.829T>C
v exonu 7). Pomoci programu Primer 3 Input 0.4.0 Program (Rozen&Skaletsky 2000) byla
navrzena dvojice primerd ohraniCujici misto kauzalni mutace a amplifikujici produkt o
velikosti 332 bp. Pro amplifikaci bylo pouzito sloZeni PCR reakce uvedené v Tabulce 7.

Tabulka 7: SloZeni premixu pro PCR amplifikaci primer(

Slozka Koncentrace
DNA 50 pg/12,5 pl
Tag Buffer with KCI (Thermo Scientific) 50 mM
MgCl, 1,5mM
dNTP 200 pM
DOGCLNG6-F 0,4 uM
DOGCLN6-R 0,4 uM
Enhancer (TOP-BIO) 2mM
BSA 5ug/ 12,5 ul
Taq polymeraza (Thermo Scientific) 0,7U/12,5ul

Pro amplifikaci byl pouZit termocykler CL000™ Thermal Cycler (BioRad).

Optimalni teplota annealingu byla stanovena na zakladé teplotniho gradientu*. Jako
optimalni pro specifickou amplifikaci byla vybrana teplota 62°C. Teplotni a ¢asovy profil
pouZité amplifikace je uveden v nasledujici tabulce (Tabulka 8).

Tabulka 8: Casovy a teplotni gradient PCR amplifikace

Faze Teplota Cas Pocet
(°C) (s) cykla
Pocatecni denaturace 95 180 1
Denaturace 95 30 30
Annealing Grad* 30 30
Elongace 72 40 30
Zavérecna elongace 72 420 1
Chlazeni 12 oo

*T1=55,0, T»=55,8, T3=56,9, T4=58,2, Ts=60,0, Ts=61,5, Te=62,5, Te=63,0

Nasledovala amplifikace po dobu 1 hodiny a 48 minut. Poté byly PCR produkty
detekovany pomoci horizontalni gelové elektroforézy SubCell (BioRad). Nasledné probéhly
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vSechny cykly (Tabulka 8) a poté byly ke kazdému vzorku pfidany 2 ul nanasejicicho pufru
s barvivem.

Amplifikované fragmenty gradientové PCR byly separovany ve 2% agardzovém gelu
s ethidium bromidem v roztoku pufru TBE po dobu 40 minut a pfi napéti 120 V. Pomoci
ethidium bromidu byla nasledné vysledna DNA vizualizovana v systému GelDoc (BioRad) a
elektroforeogramy archivovany v pocitaci.

4.3.2 Detekce alel genu CLN6 pomoci restrikcniho Stépeni

Pomoci programu NEBcutter v2.0 (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) a programu
ResctrictionMapper (http://www.restrictionmapper.org/) byl identifikovan restrikéni enzym
Faul, ktery Stépi amplikon mutované alely na 2 fragmenty o velikosti 195 a 137 bp. Pro
Stépeni byl pouzit enzym Faul dodany vyrobcem New England BiolLabs® Inc. Pro Stépeni bylo
pouZito 10pul PCR amplikonu. Stépeni probihalo 1x CutSmart® pufru, ktery byl pfiloZzen
k enzymu. Stépeni probihalo pfi teploté 55 °C po dobu 60 minut. Aktivita enzymu byla
inaktivovana zahratim vzorku na 65 °C po dobu 20 minut. Tyto procedury byly provedeny ve
shodném termocykleru, jako probihala amplifikace. Detekce alel pomoci resktri¢niho Stépeni
byla provedena elektroforeticky v 4% agardozovém gelu.

46



5 Vysledky

5.1 lzolace DNA
Vzorky DNA byly ziskdany metodou bukalnich stér od 20 Cistokrevnych zastupcli plemene
australsky ovcéak. Néktefi zastupci byli vybrani ndhodné, 2 z nich (vyznaceni tu¢né v Tabulce
6) podle rodokmenové databaze dostupné http://kchbo.com. Vzorek ¢islo jedna byl odebran
jako jiz otestovany 100% heterozygot a v ramci této prace byl tento vysledek potvrzen.
Primérna vytéZnost DNA z jednoho bukalniho stéru byla rovna 1,4 pg DNA. Cistota
charakterizovand parametrem A260/A280 byla rovna 1,97. Tyto vysledky svédéi o

dostatecném mnozstvi kvalitni genomické DNA vhodné pro nasledujici analyzy. Tyto vysledky
plati pro vSechny vzorky s vyjimkou psa ¢. 20, u kterého byla zjisténa vysoka vytéznost DNA
5,8 upg zjednoho stéru. U tohoto vzorku vsSak amplifikace neprobihala. Nasledné
elektroforetickou separaci této genomické DNA bylo zjiSténo, Ze se nejednd o
vysokomolekularni DNA. Zrejmé v prlbéhu skladovani a expedice vzorku doslo k jeho
kontaminaci mikroorganismy zpUsobujicimi degradaci odebrané genomické DNA.

5.2 Bioinformaticka analyza kauzalni mutace genu CLN6 a navrhovani PCR-
RFLP markeru
5.2.1 Bioinformaticka analyza genu CLN6

Gen CLN6 je lokalizovany na 35. paru chromozomu psa domaciho. Bylo popsano celkém 5

variant sestrih(l tohoto genu, které se lisi po¢tem aminokyselin kddovaného proteinu.
Varianty sestfihu jsou charakterizovany na Obrazku 13.

Show/hide columns (1 hidden)
Name Transcript ID bp  Protein Biotype UniProt Flags
CLNB-203 ENSCAFT00000027690.3 2353  312aa | Protein coding| F1PQS7@& -
CLN6-201 ENSCAFT00000093850 1 2257 300aa | Prc
CLNG-204 ENSCAFT00000076351.1 2164  249aa | Protein coding ADASF4DA11E -
CLNB-205 ENSCAFT00000065640.1 2065 216aa | | Protein coding | ADASFABPI2 & -
CLN6-202 ENSCAFTO00000782831 1834 159aa | Prc ding | ADASFACZX3 -

ding AOASFADBOS® | -

Obrdazek 13: Varianty sestfihu genu CLN6 u psa domaciho v databazi ensembl

Grafické vyjadreni jednotlivych exon( a intront u jednotlivych variant sestfihu u genu
CLN6 je uvedeno na Obrazku 14.
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Obrazek 14:Grafické znazornéni exon( a intron u jednotlivych variant sestfihu genu CLN6

PCR-RFLP marker byl navrien na zakladé 1. transkripcni varianty. Sekvence intron( a

exonU je znazornéna na dalSim obrazku. Kauzalni bodova mutace T>C je lokalizovana v 7.

exonu. Na tomto obrazku je znazornéna sekvence plvodni nemutované alely a nukleotid,

ktery mGze byt mutaci postiZzen, je na obrazku znazornén ¢ervenym ovalem. (Obrazek 15)

Exons/ Introns  Translated sequence

Flanking sequence

Variants 3 prime UTR Missense  Synonymous

Markup  loaded

5' upstream sequence

1 ENSCAFE00000262023
Intron 1-2

2 ENSCAFE00000190060
Intron 2-3

3 ENSCAFEQ0000190062
Intron 3-4

4 ENSCAFEQ0000190063
Intron 4-5

95 ENSCAFEQ0000190064
Intron 5-6

6 ENSCAFEQ0000190065
Intron 6-7

7 ENSCAFEQ0000190066

Obrazek 15: Sekvence nemutované alely s vyznacenym
postizen mutaci

| (2 hidden)

Length

6,670
15

5132

1.082
189

213

830
123

1,550
1,625

48

AC AT c
ATGGAGGCAGCGGCGLGEAGGCGGCAGCATCCGGRAGCEECEGGCGETECEEGCELGLAR
CCGEECGCCTCCTTCCTGCAGGCCAR

GCACAGCTCTGGCARAGGCTGATGAAGCTGTTGECACAGCTCCCTTCCACCTCGACCTCTG
GTTCTACTTCACCCTGCAGRRACTGEETTCTGGACTTTGGCCGGCCCATCGCCATE

CTGETIGTTCCCACTCGAATGGTTICCACTCARCARGCCCAGCGTAGGGGACTACTTCCAC
ATGGCCTACARCATCATCACGCCCTTCCTGCTGCTCRAG

CTCATCGAGCGGTCCCCTCGCRACCCTRCCCCGCTCCGTGATCTACGTCAGCATCATCACC
TTCGTCATGGECECCAGCATCCACCTGETGEECEACTCCGTGAACCACCGCCTGCTCTTC
AGTGGCTACCAGCACCACCTGTCTGTCCGCGAGRACCCCATCATCARGAATCTGAGCCCC
GRGACGCTG

ATCGACTCCTTCGAGCTGCTICTACTACTACGACGAGTACCTGGGCCACTGCATGTG

GTACGTCCCCTTCTTCCTCATCCTCTTCATATACTTCAGTGGCTGCTTCACTCCCACCAR
GGCEEAGAGTTCAATGCCGGGGECAGCCCTGCTCCTGGCCATGCCCAGTGGCCTCTACTA

TTG

GTACCTGGTCACCGAGGGCCAGATCTTCATCCTCTTCATCTTCACCTTCTTCGCCATGCT
GGCCCTTGTCCTGCACCAGAAGCGGAAGCGCCTCTTCCTGGACAGCAACGECCTCTTCCT
CTTCTAETCCTTCGCTCTCACCCTCCTGCTCGTGGCCCT@GGTCGCCTGGCTCTGGAA
CGACCCCGTGCTCAGGRAGRAGTACCEGGETGTCATETACGTCCCCGAGCCCTGGGCCTT
CTACACCCTCCACGTCAGCAGCCGACCCTGAS TH

nukleotidem, ktery je u nemoci



Na nasledujicim obrazku je zndzornéna ¢ast proteinu kédovaného mutovanou a
nemutovanou alelou. Ztohoto obrazku je patrné, Ze v pfipadé nemutované alely se do
polypeptidového fetézce zabudovava aminokyselina arginin (R) misto pdvodniho tryptofanu
(W).

e R ]

el

gtac ctg gtc acc gag ggc cag atc ttc atc ctc ttc atc ttc acc ttc ttc gec atg ct
Y L v T E G Q I F I L F I F T ) 3 F A L

e =y
e ame 2.

gtac ctg gtc acc gag ggc cag atc ttc atc ctc ttc atc ttc acc ttc ttc gec atg ct
Y , L v T E G Q I F I L F I F T F F A -

Obrazek 16: Substituce aminokyseliny tryptofan na arginin vlivem mutace
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5.2.2 Navrzeni dvojice PCR-RFLP markeru

Na ndsledujicim obrazku (Obrazek 17) je zndzornén vystup programu Primer 3 Input 0.4.0
Program (Rozen a Skaletsky 2000), ktery umoznil navrhnout dvojici specifickych primer(.

Ho mispriming library specified
Using L—habed sequence positions

OLIGOD start len tm gci any 3" =seq
LEFT PRIMER 22 24 64.56 50.00 &.00 0.00 GGCCAGATCTTCATCCTCTITCATC
RIGHT PEIMER e 1% 24 64,03 50.00 2.00 1.00 ACACACATCCCACACTCACACACT

SEQUENCE SIZE: 340
INCLUDED REGION S5IZE: 360

PRODUCT SIZE: 332, PAIE ANY COMPL: 3.00, PAIER 3' COMFL: 0.00

1 TCCAGGTACCTIGGICACCGAGGGCCAGATCTTCATCCTCTTCATCTTCACCTICTITICGEC
v el g e e g g i g g i g g i e g e e g e e e

8l ATGCTGGCCCITGICCTGCACCAGARAGCGGARAGCGCCTCTTCCIGGRACAGCALCGGCCTIC
121 TTCCICTICTACTCCITCGCTICTCACCCTICCTGCTCGTIGGCCCTIGeGGGTCGCCTGGETC
131 TGGAACGACCCCGIGCTCAGGAAGRAAGTACCCGGGTGTCATCTACGTICCCCGAGCCCTIGE
241 GCCITCTACACCCTICCACGTCAGCAGCCGACCCTIGAGTCCCAGGCAGCGECCGCTIGEEE

301 CCCIGCCTIGGAGGGAGATGAGCTGTAGCGAGTIGIGTIGAGTIGTIGGGATGIGIGTATCCCCC
R A Al AR AR A e Y

Obrazek 17: Navrzena dvojice primerl

Na ndsledujicim obrazku (Obrazek 18) je zndzornén vystup programu NebCutter V2.0,
ktery zobrazuje restrikéni mista v amplikonu nemutované a mutované alely genu CLN6.
Zobrazkl je patrné, Ze pouze jediny enzym (Faul) je schopen tyto alely rozlisit.
K restrikénimu Stépeneni enzymem Faul dochazi pouze u mutované alely. Enzym je barevné
vyznacen.
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Obrazek 18: Restrikéni enzym u mutované alely (Faul)
Pro urceni velikosti produktu restrikéniho Stépeni byl pouZit program RestrictionMapper.

Jeho vystup u mutované alely znazorfiuje Obrazek 19. Ztohoto obrazku je patrné, Ze

produktem restrikéniho Stépeni jsou dva fragmenty velikosti 196 a 137 bp.
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Enzymes: Faul
Length 5" Enzyme 5'Base 3 Enzyme 3'Base Sequence
195 Faul 138 none 332 GGCCCTGCGG GTCGCCTGGC TCTGGAACGA CCCCGTGCTC AGGAAGAAGT
ACCCGGGTGT CATCTACGTC CCCGAGCCCT GGGCCTTCTA CACCCTCCAC
GTCAGCAGCC GACCCTGAGT CCCAGGCAGC GGCCGCTTGG GGCCCTGCCT
GGAGGGAGAT GAGCTGTAGC GAGTGTGTGA GTGTGGGATG TGTGT

137 none 1 Faul 137  GGCCAGATCT TCATCCTCTT CATCTTCACC TTCTTCGCCA TGCTGGCCCT
TGTCCTGCAC CAGAAGCGGA AGCGCCTCTT CCTGGACAGC AACGGCCTCT
TCCTCTTCTA CTCCTTCGCT CTCACCCTCC TGCTCGT

Obrazek 19: Velikost produktu restrikéniho Stépeni (195 a 137 bp)

5.3 Genotypizace vybranych zastupcu plemene australsky ovcak
5.3.1 Elektroforeogramy pouzité pro identifikaci genotypu

Z metodické ¢asti bakalarské prace je patrné, Ze pro navrzeni funkéniho markeru bylo
nezbytné zvolit spravnou anneala¢ni teplotu, kterd bude poskytovat pouze predpokladany
fragment o velikosti 332 bp. Na nasledujicim obrazku je uveden elektroforeogram, ktery
odpovida teplotnimu gradientu pouZitému pro stanoveni optimalni annealacni teploty.
(Obrazek 20)

[ S S
o b b b
- S S R |
n wn e} 0
wn wn wn wn

60,0°C
61,5°C
62,5°C
63,0°C

S - GeneRuler 100bpDNA Ladder (ThermoFisher Scientific)

Obrdazek 20: Elektroforeogram gradientové PCR

Kazdy zhodnocenych psd byl elektroforeticky hodnocen dvakrat. Nejprve byl
elektroforeticky separovan PCR amplikon pred restrikénim stépenim (Obrazek 21) a nasledné
byla provedena elektrofoneticka separace restrikéné stépeného amplikonu. (Obrazek 22)
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cislo psa

[ 1
14- 15 16 17 18 19 1 2 3 4 5 6 ¥ & 9 10 11 :.312-13: S

S - GeneRuler 100bpDNA Ladder (ThermoFisher Scientific)

Obrdazek 21: Elektroforeogram amplikovaného PCR markeru pred restrikénim Stépenim

cislo psa
[ 1
14 15 16 17 18 19 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 'S

S - GeneRuler 100bpDNA Ladder (ThermoFisher Scientific)

Obrdazek 22: Elektroforeogram amplikovaného PCR markeru po restrikénim Stépeni

Z druhého obrdazku je patrné, Ze k restrikénimu Stépeni dochazelo pouze u 1 jedince (pes
€. 1), kdy produktem restrikéniho Stépeni byl plvodni produkt o velikosti 332 bp a dva
fragmenty o velikosti 137 a 195 bp. Takovyto profil odpovida heterozygotnimu jedinci.
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5.3.2 Prehled vysledkd genotypizace vybranych zastupcli plemene australsky
ovcak

V Tabulce 20 jsou sumarizované vysledky provedené genotypizace jako genotypy
charakterizované formou nukleotidd, které se v hodnocené pozici genu CLN6 nachdzi. Zapis
C/T predstavuje heterozygota neboli prenasete onemocnéni NCL. Zapis T/T predstavuje
jedince, ktefi maji obé dvé nemutované alely, a jedna se tudiz o zdravé jedince, ktefi
mutovanou alelu nemohou predavat na potomky.

Problematika psa ¢. 20 byla jiz zminéna ve vysledkové ¢asti praci zamérené na kvalitu
izolované DNA. Degradace genomické DNA u tohoto psa zpUlsobila, Zze PCR amplifikace

vvvvv

nepodafilo stanovit jeho genotyp.

Tabulka 9: Vysledné genotypy vybranych zastupcd plemene AO

c. genotyp
1 C/T
2 T/T
3 T/T
4 T/T
5 T/T
6 T/T
7 T/T
8 T/T
9 T/T
10 T/T
11 T/T
12 T/T
13 T/T
14 T/T
15 T/T
16 T/T
17 T/T
18 T/T
19 T/T
20 | nestanoveno
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6 Diskuze

Vysledky experimentalni ¢asti se ztotoznuji s témi ve studii Katz et al. (2011), podle které
byl navrzen PCR-RFLP marker. Pfestoze funkce proteinu CLN6 neni dodnes jasné definovana,
je zfejmé, Ze bodova substituéni mutace T>C, kterd ma za nasledek zdménu tryptofanu (TGG)
za arginin (CGG), je zndmou kauzalni mutaci zpUsobujici neuronalni ceroidni lipofuscinézu u
australského ovc¢aka.

Katz et al. (2011) provedli odbér tkani od utracenych pst a na zdkladé fluorescencni
mikroskopie vyhodnocovali zmény v burikdch sitnice a mozku s neurologickymi pfiznaky.
Navrhli primery, které amplifikovaly rtzné oblasti vSech 7 exonl. V nich identifikovali
potencionalni mutace, u kterych vyhodnocovali jejich korelaci s pfiznaky nemoci. Ve své
studii zjistili vice mutaci v genu CLN6. Soucasné provedli také bioinformatickou analyzu, ve
které porovnavali gen CLN6 u dalSich savcl, napf.: u ¢lovéka, Simpanze, makaka, u skotu,
ptakopyska, potkana, mysi, ale i u ptakd (kur domaci) a obojzZivelnikl (drapatka vodni).
Zjistili, Ze australsky ovéak ma podobnou strukturu genu (resp. kddované proteinu), a diky
tomu by pes mohl byt dobrym modelem pro vyvoj metod terapie, ktera by se dala aplikovat
na ¢lovéka.

Pouzité vzorky byly ziskany ve spolupréci s Univerzitou v Missouri, DNA izolovana z krve
od psu, ktefi nejevili zndmky nemoci. BohuzZel se jim nepodafilo ani u jednoho prokazat
pfitomnost mutované alely. Pozorovanad nemocna fena byla z domaciho chovu, ktera od 18.
mésice vykazovala prvni symptomy onemocnéni, dalsi mésic byla uUplné slepa. Kvuli
zhorsujicim se priznaklim byla usmrcena.

Heterozygot v nasi praci byl jiz pred odebranim vzorku testovan v jiné laboratofi, a
poslouzil tak jako kontrolni vzorek pro otestovani nasi metody. Metoda navrzené genetické
analyzy byla provedena na 20 vzorcich Cistokrevnych zastupcl plemene australsky ovcak, jen
u jednoho zastupce nebyla analyza dokoncena z divodu degradace genomické DNA.

Ostatni zastupci byli podle této metody hodnoceni jako zdravi, nebot u nich nebyla
zjiSténa mutovana alela. BohuZel, u této nemoci neni absence mutované alely jistotou, Ze
pes neprenasi jinou kauzalni mutaci zplsobujici NCL. Udava se ale, Ze tato substitucni
mutace u plemene AO byva velmi vzdcna. Katz et al. (2011) provedli analyzu u 637 zastupcu
plemene a ani jeden ze vzork({ nenesl mutovanou alelu. Ke zmapovani vyskytu a k populaéni
analyze NCL v Cesku u australskych ovéak( by tedy bylo zapotfebi odebrat desitky aZ stovky
vzorkd.

Problém u takto vzacné nemoci nastdva tehdy, pokud dochazi k vyraznému navyseni
chovu u malopocetnych plemen, jako tomu je pravé u plemene australsky ovéak. Dva jedinci
(pes €. 1 a pes €. 20) byli vybrani na zakladé pribuzenského vztahu z databaze KCHBO, ktery
se odviji od spole¢ného predka. ProtoZe pes €. 1 nese heterozygotni mutaci a pes ¢. 20 ma
potomka heterozygota, vznikla pro tuto praci hypotéza, Ze spoleCny predek, ktery byl do
Ceské republiky importovan z Ameriky, je pivodcem mutované alely.

Genetickd analyza psa ¢. 20 méla tuto hypotézu potvrdit, bohuzel se tak kvdli
znehodnoceni vzorku nepodafilo. K novému testu by bylo za potrebi zajisténi dalsiho vzorku,
zaroven byla analyza omezena mnoZstvim enzymu potfebného ke Stépeni a jeho cenou.
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7 Zaver

Vysledky vyplyvajici ze studia védecké literatury, a i z vlastnich experimentu, je mozné

shrnout do nasledujicich bod:

1) Pfic¢iny NCL jsou u rliznych plemen zplsobeny kauzalnimi mutacemi rGznych gen(.
Byla zjisSténa velkd podobnost, jak na Urovni symptomu, tak i na Grovni kauzalnich
genl, mezi psem a clovékem. Pes domaci se tudiz mlze stat vhodnym genetickym
modelem pro studium onemocnéni. Na zdkladé bioinformatické analyzy bylo
potvrzeno, Ze mutace typu subsittuce v 7. exonu genu CLN6 je kauzdlni pro vznik
tohoto onemocnéni u plmene australsky ov¢ak. Prvni védecka hypotéza tak byla zcela
potvrzena.

2) Béhem tesSeni bakalarské prace byl navrzien kodominantni PCR-RFLP marker, ktery je
schopen rozlisit mutovanou a nemutovanou alelu genu CLN6 (substituce T>C) u AO.
Vysledky experimentalni ¢asti prace potvrdily, Ze enzym Faul je schopen specificky
Stépit v misté kauzalni mutace. Je mozné konstatovat, Ze i druhd védecka hypotéza
byla jednoznaéné potvrzena.

Z literarni reSerSe a nasledné diskuze vysledk( experimentalni ¢ast vyplyva, Ze plemena,
ktera se v této dobé tési velké oblibé, jsou ohroZzena zavleéenim alel se vzacnymi mutacemi
importem ze zahranici. Tento problém predstavuje riziko predevsim pro malopocetnd
plemena, u kterych se navic zdlvodu nizkého poctu zastupcl zaroven zvysSuje mira
inbreedingu, a tudiz i Sance kfiZzeni dvou heterozygotnich psu.

PfestoZe se NCL u psG uvadi jako vzacné onemocnéni, v Ceské republice je mutovana alela
u plemena australsky ovc¢ak pritomna, podle databaze KCHBO dokonce u dvou psu. Je
mozné, Ze v celém rodokmenu by naslo vice heterozygotl, nebot pocet novych vrhi se
s kazdym rokem zvySuje diky atraktivité plemena pro ¢lovéka.

Pfedpoklada se, e mutovana alela byla do Ceska zavle¢ena importem zdstupce AO
z Ameriky. U Cistokrevnych plemen psu byva obvyklé, Ze se pro kfizeni vybiraji pfibuzensky
vzdaleni zastupci plemene ze zahranici, s ¢imz také roste riziko zavle¢eni mutovanych alel.

Testovani NCL neni v Cesku u plemene australsky ovéak povinné, z hlediska udrzitelnosti
chovu ovsem doporucuji pfed uchovnénim nechat testovat.

Cilem této bakaldrské prace bylo vyvinuti markeru, ktery se dd pouZit pro detekci
mutované alely. Experimenty byly provedeny na malém rozsahu populace AO, a proto je
nemélo smysl vyhodnocovat z hlediska populacni genetiky. Pro budouci studie doporucuji
rozsahlejsi analyzu plemene AO, kterd bude zahrnovat desitky aZ stovky jedincl s cilem
vyhodnotit strukturu populace a riziko onemocnéni v CR.
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