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Molecular background of hereditary nephropathies in spaniel dogs

Summary

The molecular background of hereditary nephropathies in English Cocker Spaniels and Springer Spaniels
remained unclear until the beginning of the 21 century. It was only the discovery of an association between
these diseases and Alport syndrome in humans that made it possible to identify the genes potentially responsible
for nephropathies in dogs. Eventually, two mutations were identified in the COL444 gene coding for the alpha
chains of collagen IV, the main component of the glomerular basement membrane (GBM). This review presents
the molecular mechanism resulting from the aforementioned mutations, the signs of disease, functions of the

GBM, and breeding aspects.
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Choroby nerek u psd6w mogg wystepowac jako
warunkowane dziedzicznie badz $rodowiskowo.
Zazwyczaj rozwijajg si¢ na skutek zaburzen pracy ne-
rek lub nieprawidtowosci morfologicznych (8). Cecha
wspolng schorzen nerek sg podobne objawy, przy czym
bez wzgledu na podtoze choroby, wady i zmiany nerek
sga nieodwracalne (5). W oparciu o wywiad i podstawo-
we badania biochemiczne niemozliwe jest odréznienie
tych nabytych od wrodzonych, co z punktu widzenia
hodowlanego jest bardzo niekorzystne. Dotyczy to
zwlaszcza choréb nerek dziedziczonych w sposob
autosomalny recesywny i sprz¢zony z ptcig, bowiem
bezobjawowe nosicielstwo moze doprowadzi¢ do nie-
kontrolowanego rozprzestrzeniania si¢ zmutowanego
allelu w danej populacji (8). W grupie takich schorzen
wymieni¢ mozna dziedziczne nefropatie (HN, heredi-
tary nephropathy), szerokie spektrum chorob, wyste-
pujacych u réznych ras psow. I tak u norweskich psow
na tosie, bull terieréw i dalmatynczykéw dziedzicza
si¢ W sposob autosomalny dominujacy (12, 24), u sa-
mojeddéw wystepuja formy schorzen nerek sprzezone
z chromosomem X (14), natomiast u angielskich coc-
ker 1 springer spanieli omawiane choroby maja podtoze
autosomalne recesywne. Co interesujgce, bez wzgledu
na ras¢ i typ dziedziczenia, wspomniane wyzej nefro-
patie majg jedng wspolng ceche — za dysfunkcje nerek

odpowiedzialna jest nieprawidtowa budowa kolagenu
typu IV (16). Jest to makroczasteczka zbudowana
z heterotrimeréw, w sktad ktorych moze wchodzi¢
sze$¢ réznych fancuchéw a (al-a6), kodowanych przez
sze$¢ roznych gendw (4), z loci zarbwno w autosomach
(al, a2, a3, 04, 06), jak i w chromosomie ptci X (a5),
stad mozliwe rézne typy dziedziczenia chordb (25).
Kolagen typu IV, w przeciwienstwie do wiekszosci
kolagenow, wystepuje tylko w blonach podstawnych,
ktorych jest gltownym komponentem (17, 22). W dzie-
dzicznych nefropatiach to wtasnie jego nieprawidtowa
budowa wywotuje niekorzystne zmiany w funkcjono-
waniu ktebuszkowej blony podstawnej (GBM — glo-
merular basement membrane). W niniejszym artykule
zaprezentowano przeglad informacji o molekularnym
podiozu i etiologii tych nieprawidtowosci, wystepuja-
cych u angielskich cocker 1 springer spanieli.

Charakterystyka i objawy dziedzicznych nefropatii
u spanieli

Pierwsze przypadki dziedzicznych nefropatii u an-
gielskich cocker spanieli zaobserwowano jeszcze
w pierwszej polowie XX w. pod postacig korowej
hipoplazji nerek. Objawy tego schorzenia czgsto
wystepuja juz u bardzo mtodych psoéw, cho¢ zdarza
si¢, ze choroba jest utajona nawet do pigtego roku
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zycia. Pierwszg obserwowang cechg jest biatkomocz
jako glowna cecha kliniczna, wzmozone pobieranie
ptynéw, obnizone taknienie oraz spadek masy ciata
(14). Po okresie trwajacym od 2 do 9 miesigcy pojawia
si¢ rowniez spadek cigzaru wlasciwego moczu oraz
wzrost stezenia kreatyniny w osoczu krwi. Czgstym
objawem towarzyszacym chorobie jest krwiomocz
(13). Badania biochemiczne krwi pokazuja, ze psy
obcigzone zaburzeniem majg nizsze stg¢zenie albumin
W 0soczu, przy jednoczesnym podniesionym poziomie
cholesterolu. Wraz z rozwojem choroby zauwaza si¢
u psOW postepujaca azotemie (26). Zmiany morfolo-
giczne w strukturze nerek obserwuje si¢ tylko u pséw
z zaawansowang niewydolno$cig w formie pomniej-
szonych, twardych 1 petnych nadzerek koloru blado-
brazowego narzadéw (13, 14). Kora nerek takze bywa
zmieniona patologicznie, w formie zwtoknienia tore-
bek Bowmana i zgrubienia kapilar blony podstawne;.
Skutkiem choroby jest wieloogniskowe przerzedzanie
si¢ kory nerkowej oraz postepujace zmniejszanie liczby
nefrondéw. Choroba jest nieuleczalna i zawsze konczy
si¢ $miercig zwierzecia (23). Ze wzgledu na fakt, iz
wigkszo$¢ osobnikow cierpiacych na dziedziczng ne-
fropati¢ zostaje uspionych na prosbe wtascicieli, trudno
jest oszacowac czas przezycia od momentu diagnozy.
Zwykle jest to okres kilku miesigcy, w sporadycznych
przypadkach 2-3 lata (14).

Opisang wyzej chorobe nerek stwierdzono w po-
pulacjach spanieli w Szwecji, Szwajcarii, Australii.
Nastepnie wykazano, ze choroba ma charakter dzie-
dziczny 1 warunkowana jest w sposob autosomalny
recesywny, stad nazwa — ,,rodzinne” badz ,,dziedzicz-
ne nefropatie” (7). W kolejnych latach ujawniono,
w oparciu o é6wczesne techniki, ze ultrastrukturalny
obraz ktgbuszkowej blony podstawnej u chorych pséw
jest nieprawidtowy. W dalszym jednak ciggu nieznane
byto podtoze molekularne omawianego syndromu, acz-
kolwiek zaobserwowano, ze zmiany w GBM u pséw
sa podobne do tych, jakie wystepuja u ludzi chorych
na zesp6t Alporta (2). Fakt ten pozwolit powigzac je
u pséw z dysfunkcja kolagenu typu 1V, co potwier-
dzono w potowie lat 90. ub. wieku (14). Badania
immunohistochemiczne ujawnily bowiem kompletny
brak tancuchow a3(IV) i a4(1V), co skierowato uwage
naukowcow na strukture gendw, kodujacych te dwa
fancuchy w kolagenie typu IV.

Aby zrozumie¢ molekularne przyczyny dysfunkcji
ktebuszkowej blony podstawnej w dziedzicznych ne-
fropatiach, nalezy zwroci¢ uwage na sposob, w jaki
funkcjonuje GBM, a zwlaszcza integralna jej czgs$c,
czyli kolagen typu IV.

Kigbuszkowa btona podstawna (GBM)
w warunkach fizjologicznych i patologicznych

Kigbkowa bariera filtracyjna nerek to dwa typy
komorek: podocyty i komorki endotelialne oraz kig-
buszkowa btona podstawna, czyli wyspecjalizowana
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macierz zewnatrzkomorkowa, lezaca miedzy nimi
(1). Kigbuszkowa blona podstawna stanowi kapilarng
$ciane, przepuszczalng dla wody i matych czasteczek
oraz selektywnie cofajaca makroczasteczki, takie jak
albuminy. GBM formowana jest w procesie glomelu-
rogenezy dzieki sekrecji komponentow, pochodzacych
zarowno z podocytow, jak i komoérek endotelialnych.
Najnowsze badania proteomiczne wykazaly, ze w ze-
wnatrzkomorkowej macierzy wyste;puje ponad 140
bialek o charakterze strukturalnym 1 regulatorowym,
niemniej jednak jej najwazniejszymi komponentami sg
dwie kluczowe makroczasteczki, mianowicie lamininy
1 kolagen typu IV (4, 17).

U ssakow kolagen IV moze tworzy¢ sze$¢ wysoce
homologicznych tancuchow a, ale specyficznymi
formami sg tylko trzy kombinacje — heterotrimery
alala2(IV), a3a4a5(1V) oraz a5a5a6(1V). Ekspresja
genow kodujacych poszczegdlne tancuchy podle-
ga czasowe] regulacji. Geny kodujace tancuchy al
1 a2 ulegaja ekspresji w okresie wczesnego rozwoju
embrionalnego (11), dlatego mutacje tych genéw
s letalne juz na etapie embrionalnym. Poziom ich
ekspresji stopniowo zmniejsza si¢, a rozpoczyna si¢
transkrypcja genéw kodujacych tancuchy a3, a4 i a5,
co w konsekwencji powoduje wymiang heterotrime-
row alala2(IV) na a3a4a5(1V). Mechanizmy lezace
u podstaw tych przemian podczas rozwoju kigbuszkow
nerkowych nie sg jeszcze dobrze poznane. Wiadomo
jednak, iz heterotrimer a304a5(1V) jest mniej podatny
na proteolityczng degradacj¢ niz alala2(IV) oraz ze
ten rozwojowy przelacznik ekspresyjny jest absolutnie
krytyczny dla dojrzewania GBM jako wyspecjalizo-
wanej struktury (25).

Kazdy z tancuchow o(IV) zawiera trzy struktural-
nie odmienne domeny (ryc. 1): N-terminalng, bogata
w reszty cysteiny i lizyny o stalej sedymentacji 7S (stad
jej nazwa), gtéwna domeng kolagenowg z elementami
powtarzalnymi Gly-Xaa-Yaa oraz tzw. niekolageno-
wa domene przy koncu karboksylowym, okreslang
mianem NCI1 (noncolagenous) (3). Obecno$¢ reszt
lizynowych i cysteinowych przy aminowym koncu
jest niezbedna do taczenia krzyzowego czterech hete-
rotrimerow a3a4a5(IV) poprzez mostki disiarczkowe
(20). Gléwna, srodkowa domena charakteryzuje si¢
obecnoscig przerw migdzy kolagenowymi powtdrze-
niami Gly-Xaa-Yaa, ktére warunkuja molekularng
elastyczno$¢, bardzo istotng przy formowaniu super-
czasteczkowej struktury sieci. Ostatnia, karboksylo-
wa domena NC1, jest istotnym miejscem w czasie
montowania potrojnej helisy (19). W kazdej z nich
wystepuje 12 konserwatywnych reszt cysteinowych,
ktére umozliwiaja tworzenie wigzan disiarczkowych
migdzy poszczegdlnymi domenami NCI1 i ostatecznie
stabilizacj¢ zwigztej, elipsoidalnie uksztattowanej
czasteczki protomeru. W takiej formie czasteczki te
sa wydzielane przez podocyty i komorki endotelialne
do macierzy zewnatrzkomoérkowej, w ktorej dochodzi
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do formowania dojrzatej czasteczki kolagenu IV, po-
legajacego na tworzeniu dimerdw, a nastgpnie tetra-
merow (4).

Biosynteza kolagenu IV jest procesem ztozonym,
ktéremu towarzysza modyfikacje przed- i potranslacyj-
ne, katalizowane przez kilka enzymow. Modyfikacje
te sa wysoce skoordynowane i dotycza: odcinania
peptydow sygnatowych w retikulum endoplazmatycz-
nym, hydroksylacje wybranych reszt proliny i lizyny,
glikozylacje specyficznych hydrolizyn i1 ostatecznie
formowanie wigzan disiarczkowych migdzy konser-
watywnymi cysteinami w domenie NC1 (10). Ponadto
biosynteza kolagenu jest zalezna od specyficznych
1 niespecyficznych czasteczek chaperonéw czy biatka
Hsp47, bez ktérych prawidtowe sktadanie kolagenu
IV jest niemozliwe. Opisane procesy wyraznie wska-
zuja, ze czasteczka kolagenu IV jest ztozong molekuta
nie tylko pod wzglgdem budowy, ale takze montazu,
a wszelkie nieprawidtlowosci tak na poziomie struktury
poszczegolnych fancuchow a, jak i montazu dojrzatej
czasteczki, mogg generowac roznego rodzaju nieprawi-
dlowosci, prowadzace do stanow patologicznych (27).

Komponenty macierzy zewnatrzkomorkowej utrzy-
mujg integralno$¢ kiebuszkowej blony podstawnej,
a tym samym zapewniaja prawidlowe funkcje ktgbusz-
kéw nerkowych. Szczegoélna rola sieci kolagenowej
typu IV we wspomaganiu tej struktury jest kluczowa.
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Nieobecnos$¢ badz zmniejszenie funkcjonalnych fan-
cuchow a3a04a5(IV) wigze si¢ ze zmniejszong ilo$cig
protomeréw wydzielanych do przestrzeni zewnatrzko-
morkowej, co prowadzi do scienienia btony podstaw-
nej. A wigc zmiany tej wyspeCJahzowaneJ macierzy
zewnatrzkomorkowej mogg zmieniad fllnkCJ onowanie
bariery filtracyjnej i spowodowaé jej przeciekanie
dla wybranych makroczasteczek (np. albumin), ktore
pojawiaja si¢ w moczu jako pierwszy objaw glome-
luropatii (17).

Organizacja i regulacja ekspresji genow
kodujacych tancuchy o kolagenu typu IV

Struktura oraz regulacja ekspresji genow kodujacych
fancuchy a kolagenu typu IV u poznanych gatunkéw
ssakow sa wysoce konserwatywne (28). Analiza
sekwencyjna wskazuje na istnienie genu przodka,
ktorego duplikacje ostatecznie doprowadzity do wy-
odrebnienia 6 spokrewnionych gendw kodujacych
dojrzata czasteczke kolagenu IV, dzielonych na grupe
a-1 (COL4A41, COL4A43, COL4A45) i a-2 pochodng
(COL4A42, COL4A4, COL4A6). W genach obu grup
obserwuje si¢ konserwatyzm nie tylko na poziomie se-
kwencyjnym, ale takze w odniesieniu do ich struktury,
a wiec liczby eksondéw oraz intronow (9).

Pomimo identyfikacji elementéw regulatorowych
w regionach promotorowych genéw kodujacych
tancuchy o kola-
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Ryec. 1. Sposéb formowania sieci kolagenowej typu IV (opracowanie wlasne wg Chew i Lennon (4))
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dwie substytucje w sekwen-
cjach intronowych, ktore nie
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S G KKFVGFVG G C GG
1. agt gga aag
2. agt gga aag|thg

S G K *

ahg ttt gtc gge cce tgt gga gga aga gat tgc teg gtg tge
ttt gtc gge cce tgt gga gga aga gat tge teg gtg tge

c¢ji nukleotydowej genu, ale
sa dziedziczone w sposob
sprz¢zony z mutacjg od-

R D C

ekson 30

<______

powiedzialng za rodzinng
nefropati¢. Obie substytucje
wystepuja miedzy eksonami
42143 (c.90 T> C oraz 93

D GLPGLPGZPIKG?P
1. gat ggg ctg cct ggt ctt cca gge ccg aag gga ccc
2. gat ggg ctg cct ggt ctt cca gge ccg aag gga ccc

D GLPGLPGU?PIKG?P

Q GL P

tag
*

cpg ggg ctg cct ggce tte cce ggt ttt cca
ggg ctg cct ggc tte cce ggt ttt cca
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ziomu transkrypcji COL4A4
nie réznita si¢ statystycznie
istotnie w grupie chorych

GFP GFP

1 zdrowych psow.

Ryec. 2. Lokalizacja i struktura genu COL4A4 u psow ze wskazaniem substytucji odpowie-

dzialnych za dziedziczne nefropatie

Objasnienia: 1. — sekwencja prawidtowa; 2. — sekwencja z mutacja (opracowanie wlasne wg

Davidson i wsp. (6) oraz Nowend i wsp. (21)

w chromosomie X. Z kolei geny COL4A3 i COL4A4
zmapowano w chromosomie 25 (ryc. 2), przy czym sg
one rozmieszczone w odwrotnej orientacji (head-to-
-head) (25). Defekty sekwencyjne w wymienionych
wyzej genach moga wywotywaé nieprawidtowosci
w budowie GBM, niemniej jednak najistotniejsza,
z punktu widzenia omawianych nefropatii u angiel-
skich cocker 1 springer spanieli, jest struktura i eks-
presja genu COL4A44.

Struktura genu COL4A4 u zdrowych
i obcigzonych nefropatia spanieli

Struktura wspomnianego genu ma konserwatywny
charakter, co podkresla fakt, iz wykazuje on podobien-
stwo do ludzkiego genu COL4A4 w 88% na poziomie
DNA 1w 93% na poziomie sekwencji aminokwasowej
(15). Ma on typowa budow¢ kanoniczng, a wigc sktada
si¢ z 47 eksonow, przedzielonych 46 intronami (25).
Poszukiwanie mutacji w tak strukturalnie ztozonym
genie okazato si¢ stosunkowo trudne, niemniej jednak
pierwsze badania z powyzszego zakresu, przeprowa-
dzone przez zespdt Davidson i wsp. (6) na psach rasy
angielski cocker spaniel pozwolily zawezi¢ obszar
poszukiwan nieprawidlowosci nukleotydowych do
trzeciego eksonu. Po zsekwencjonowaniu prébek DNA
pochodzacych od chorych psow i analizie poréwnaw-
czej z sekwencja referencyjng okazato si¢, ze u tych
pierwszych wystepuje mutacja typu nonsens, polega-

Nieco szerzej problem
dziedzicznych nefropatii
u psoOw rasy angielski sprin-
ger spaniel w kontek$cie
przyczyn molekularnych
ujeli Nowend 1 wsp. (21), bowiem poszukiwano
mutacji zarowno w genie COL4A44, jak 1 COL3A44,
w oparciu o wspolny dla obu gendéw segment regionu
kodujacego dtugosci 500 pz. I w tym przypadku wyniki
sekwencjonowania pozwolily na identyfikacj¢ muta-
cji typu nonsens w pozycji 2806 w 30. eksonie genu
COL4A4 (c. 2806 C > T), powodujaca przedwczesne
pojawienie si¢ kodonu STOP. Wprawdzie wspomnia-
na mutacja nie powoduje tak drastycznego skrocenia
tancucha 04 jak u chorych cocker spanieli, co opisano
w poprzednim akapicie, niemniej jednak konsekwencje
dla funkcjonowania dojrzatej czasteczki kolagenu IV
okazaty si¢ podobne rowniez u springer spanieli — czyli
niekorzystne zmiany w GBM. Ponadto analizowano
nerkowy poziom ekspresji trzech genow kodujacych
tancuchy a 3, 4 1 5 u zdrowych i obcigzonych nefro-
patia osobnikow, wskazujac, ze ilos¢ transkryptow
mRNA COL3A441 COL4A44 bytanizszau tych ostatnich
o, odpowiednio, 10,6 1 14,33 razy, przy poréwny-
walnym w obu grupach poziomie mRNA COL5A4.
Zastanawiajace wyniki iloSciowej analizy ekspres;ji
genow COL3A41 COL4A4 moga posrednio sugerowac
wystepowanie zmian nukleotydowych w sekwencjach
regulatorowych obu genow, powodujacych zniesienie
miejsc konsensusowych dla czynnikow transkrypcyj-
nych, regulujacych poziom ekspresji. Jest to jednak
hipoteza przedwczesna, wymagajaca potwierdzenia
empirycznego.
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Dziedziczna nefropatia u spanieli, jak podkresla-
ja Minkus 1 wsp. (18), to nie pojedyncza jednostka
chorobowa, ale zespdt schorzen, do ktérych mozna
zaliczy¢ dysplazj¢ nerek, mlodziencza chorobg nerek
oraz glomerulopati¢. Podkreslajg takze, iz dziedziczng
nefropati¢ mozna podejrzewac wtedy, gdy u mtodych,
spokrewnionych ze sobg osobnikdéw diagnozowana
jest dysfunkcja nerek, ktérej nie mozna jednoznacz-
nie sklasyfikowa¢. Z punktu widzenia hodowlanego
zasadnicza kwestig jest jednak nie tylko diagnostyka,
ale program eliminacji z dalszej hodowli osobnikow
chorych. Bazujac tylko na proﬁlu klinicznym, w wielu
przypadkach nefropati¢ mozna zdiagnozowac po osia-
gnieciu przez psa wieku rozrodczego, niejednokrotnie
dtugo po przyjsciu na $wiat jego potomstwa. Dla an-
gielskich cocker spanieli, jako dla jednej z pierwszych
ras, udalo si¢ opracowa¢ model dziedziczenia omawia-
nego schorzenia (18), wobec czego juz sama analiza
rodowodowa wystarczy do postawienia prawdopo-
dobnej prognozy, zapewniajacej teoretycznie hodowle
zdrowych psoéw. Jednak dopiero opracowanie testow
genetycznych umozliwito pewna diagnostyke i — co
jeszcze wazniejsze — identyfikacj¢ nosicieli dziedzicz-
nej nefropatii, a takze oszacowanie frekwencji w wy-
branych populacjach zmutowanych alleli. Szacunki ta-
kie przeprowadzono jedynie dla grupy 134 angielskich
cocker spanieli, wsrod ktorych allel COL444" wyste-
powatl z czestoscig 0,265 (6), przy czym sami autorzy
zauwazaja, ze z powodu réznego pochodzenia pséw
badanej populacji nie nalezy wynikéw powyzszych
traktowac jako pewnego wskaznika. Pomimo tych za-
strzezen zwraca jednak uwage bardzo wysoki odsetek
nosicieli allelu warunkujacego dziedziczng nefropatig,
co prowokuje do podkreslenia dwéch istotnych aspek-
tow. Po pierwsze, nalezatoby przeprowadzi¢ badania
molekularne w celu weryfikacji wynikow cytowanych
wyzej. Po drugie, analizy molekularne pozwolityby
na ostrozne dobieranie partneréw dla zidentyfikowa-
nych nosicieli allelu COL4A44", aby zminimalizowac
liczbe chorego potomstwa. Oczywiscie mozna roz-
wazac catkowitg eliminacje allelu COL4A44" z puli
genetycznej spanieli, ale przy braku wiedzy na temat
ewentualnych sprzgzen genetycznych moze istnie¢
ryzyko fenotypowego obnizenia poziomu innych cech,
co w historii hodowli innych gatunkow jest dobrze
udokumentowane, dlatego prowadzenie §wiadomego
planu hodowlanego powinno polega¢ na takiej selekcji
psow, aby zapobiegac krzyzowaniu ze sobg nosicieli.
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