Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy
im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich
w Bydgoszczy
Wydzial Hodowli i Biologii Zwierzat

Agnieszka Magdalena Markowska

POLIMORFIZM GENU BIALKA
PRIONOWEGO OWIEC
W KODONACH
127, 141, 151, 1711 189

Praca doktorska

wykonana pod kierunkiem

prof. dr hab. inz. Stawomira Mroczkowskiego
oraz promotora pomocniczego

dr inz. Ewy Grochowskiej

w Zaktadzie Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat

Bydgoszcz 2013



Ci, Rtorzy przyszli poZniej
Dorzucili wiele odRryc do tego
Co byto poznane wczesniej
Ich przyRfad powinien
Pobudzic do dokonania

Nowych odRryé
L. Valla

Skladam serdeczne podziekowania:
& Promotorowi Panu Prof. dr hab. Stawomirowi Mroczkowskiemu
& Promotorowi pomocniczemu Pani dr inz. Ewie Grochowskiej
& Kierownikowi studiow doktoranckich Panu Prof. dr hab. Markowi
Bednarczykowi
za cenne uwagi merytoryczne, sugestie, poswiecony czas, cierpliwosc,

zaangazowanie, a przede wszystkim za wiare w mlodych naukowcow.

Wyrazy wdziecznosci skladam réwniez na rece tych, ktorzy w minimalnym

chociaz stopniu mieli wplyw na powstanie niniejszej pracy.

Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy — Agnieszka Magdalena Markowska



b

STRESZCZENIE

SUMMARY

WSTEP I CEL PRACY

PRZEGLAD LITERATURY

4.1. Pasazowalne encefalopatie ggbczaste
4.1.1.Czas inkubacji choréb wywotanych przez priony
4.1.2.Drogi zakarzenia chorobami wywolanymi przez priony
4.1.3.Etiologia trzesawki

4.2. Badania nad prionami
4.2.1.Budowa bialka prionowego i jego funkcje
4.2.2.Teorie prionu

4.3. Gen PRNP

. MATERIAL I METODY

5.1. Material zwierzecy

5.2. Izolacja DNA

5.3. Analiza jakosciowa i iloSciowa DNA
5.4. PCR

5.5. PCR-RFLP

. WYNIKI I DYSKUSJA

6.1. Polimorfizm w kodonie 127
6.2. Polimorfizm w kodonie 141
6.3. Polimorfizm w kodonie 151
6.4. Polimorfizm w kodonie 171
6.5. Polimorfizm w kodonie 189

6.6. Frekwencja genotypow

7. PODSUMOWANIE I WNIOSKI
8. PISMIENNICTWO

Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy — Agnieszka Magdalena Markowska

10
10
13
14
15
19
20
21
22
31
31
33
34
34
35
38
39
42
51
60
67
69
75
78



1.STRESZCZENIE

Agnieszka Magdalena Markowska
POLIMORFIZM GENU BIALKA PRIONOWEGO OWIEC W KODONACH:
127, 141, 151, 1711 189

Scrapie jest choroba dotykajaca malte przezuwacze, nalezaca
do grupy pasazowalnych encefalopatii gabczastych. Naukowo stwierdzono
wplyw polimorfizméw w kodonach: 136, 154 i 171 genu bialka prionowego
owiec (PRNP) na podatnos¢/opornos¢ na klasyczna postaé¢ trzesawki,
natomiast w kodonie 141 na jej atypowa forme. Dotychczas naukowcy
wykryli polimorfizm pojedynczego nukleotydu w ponad 30 kodonach. Celem
pracy bylo zbadanie polimorfizmu genu biatka prionowego w kodonach: 127,
141, 151, 171 i 189 owiec pochodzacych z Polski, Stowacji i Wloch. Ponadto
oszacowano frekwencje alleli oraz genotypow w poszczegolnych tripletach
oraz porownano badane populacje owiec pod wzgledem zmiennosci w tym
zakresie. Badana przeprowadzono na 424 owcach: z Polski: ile de france,
wrzosowka, kamieniecka; ze Stowacji: cigaja, lacaune, lacaune x cigaja oraz
zoSlachtena valaSka x lacaune; z Wloch: apennine i apennine X merynos
derivertia. Material genetyczny, jaki stanowilo DNA, wyizolowany zostal
z obwodowej krwi owiec przy pomocy zestawu MasterPure™ DNA Purification
Kit for Blood Version II firmy Epicentre Technology wedlug protokoiu B2
o nazwie DNA Purtification for 200ul of Whole Blood (with RBC Lysis).
Do detekcji polimorfizmow genu biatka prionowego owiec uzyto metody PCR-
RFLP przy uzyciu odpowiednich enzymow restrykcyjnych:

e Haelll dla kodonu 127 w celu wykrycia glicyny (G), waliny (V) lub
seryny (S), Mnll dla kodonu 141 w celu wykrycia leucyny (L) lub
fenyloalaniny (F),

e Auvadll dla kodonu 151 w celu wykrycia cysteiny (C) lub argininy (R),

e Mbol dla kodonu 171 w celu wykrycia lizyny (K),

e Alul dla kodonu 189 w celu wykrycia glutaminy (Q), histydyny (H) lub
argininy (R).
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Cala badana populacja owiec byta monomorficzna pod wzgledem kodonu
127 i 189. Wykryto homozygoty odpowiednio: G127G oraz Q189Q. Pod
wzgledem zmiennosci genetycznej w kodonie 141 najbardziej zréznicowana
okazala sie rasa cigaja pochodzaca ze Stowacji, w ktérej stwierdzono
wystepowanie allela L z czestoscia 76, 67% oraz F 23,33% w tej rasie. Owce
z Polski i Wloch, jak i pozostale osobniki ze Stowacji byly homozygotami
L141L. Nie wykryto mutacji warunkujacej kodowanie lizyny w triplecie 171
w calej poddanej badaniu populacji owiec. W kodonie 151 wykryto SNP
odpowiedzialny za kodowanie zarowno cysteiny, jak i argininy we wszystkich
stadach owiec. Czestosc, z jaka wystapitl allel C wynosita: 11,39% dla grupy
owiec z Polski, 4,27% - ze Slowacji i 2,46% - z Wloch, natomiast allela R
odpowiednio: 88,61%, 95,73% i 97,54%. Haplotypy te wystapilty w ukladach
homozygotycznych: R151R, C151C i heterozygotycznych R151C w calej
badanej populacji owiec.

W badaniach wlasnych wykryto 3 allele z czestoscia: 90,45% -
Gi27L141R151X171Q189,  8,61% - Gi27L141C151X171Q189  oraz  0,94% -
G127F141R151X171Q189. Haplotypy te utworzyly pie¢ genotypow, ktore wystapity
z  frekwencja: GLRXQ/GLRXQ 82,08%, GFRXQ/GFRXQ 0,71%,
GLCXQ/GLCXQ 0,47%, GLRXQ/GLCXQ 16,27% i GLRXQ/GFRXQ 0,47%

dla calej badanej populacji owiec.

Stowa kluczowe: owce, PCR-RFLP, polimorfizm, PRNP, scrapie
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2.SUMMARY

Agnieszka Magdalena Markowska
POLYMORPHISM OF THE OVINE PRION PROTEIN GENE AT CODONS:
127, 141, 151, 1711 189

Scrapie is a fatal disease that belongs to the group of Transmissible
Spongiform Encephalopathy (TSE). Polymorphisms of the ovine prion protein
gene (PRNP) at codons 136, 154 and 171 are responsible for
susceptibility /resistance to classical scrapie and at codon 141 to atypical
scrapie. The researchers found single polymorphism nucleotide (SNP) in over
30 codons. The aim of this study was to research the polymorphisms of the
PRNP at codons: 127, 141, 151, 171 and 189 in sheep from Poland, Slovakia
and Italy. It is also estimated allele and genotype frequencies in particular
codons populations studied and compared in terms of variation of sheep
in this regard. This research was conducted to on ovine breeds and
crossbreds (n=424): from Poland: Ile de France, Wrzosoéwka, Kamieniecka
sheep; from Slovakia: Tsigai, Lacaune, Tsigai x Lacaune and Lacaune x
Improved Wallachian; from Italy Apennine and Apennine x Derivertia Merino.
DNA was extracted from the whole blood using MasterPure™ DNA
Purification Kit for Blood Version II Epicentre Technology by the protocol B2
DNA Purtification for 200ul of Whole Blood (with RBC Lysis). To research
polymorphisms of PRNP gene the PCR-RFLP method was used by restriction
enzymes:

e Haelll for codon 127 to detect amino acid glycine (G), valine (V)

or serine (S),
e Mnll for codon 141 to detect amino acid leucine (L)
or phenylalanine (F)

e Avall for codon 151 to detect amino acid cysteine (C) or arginine (R),

e Mbol for codon 171 to detect amino acid lysine (K),

e Alul for codon 189 to detect amino acid glutamine (Q), histidine (H)

or arginine (R).
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The whole population of sheep was monomorphic at codon: 127 and 189.
Homozygous G127G and Q189Q were found. At codon 141 SNP was only
found in breed Tsigai from Slovakia. Allele L was detected with frequency
76,67% and allele F with 23,33% in this breed. The population of sheep from
Poland and Italy and also rest of sheep from Slovakia was homozygous
L141L. SNP at codon 171 responsible for coding amino acid lysine was not
found. At codon 151 allele C was detected with frequency 11,39% for Polish
sheep, 4,27% for Slovakian sheep and 2,46% for Italian sheep. Also at codon
151 allele R was found with frequency as above: 88,61%, 95,73% and
97,54%. Homozygous: R151R, C151C and heterozygous R151C were
detected.

In the investigated sheep population allele were detected:
Gi127L141R151X171Q180 with frequency 90,45%, Gi27L141C151X171Q180 Wwith
frequency 8,61% and Gi27F141R151X171Q180 with frequency 0,94%. These
haplotypes formed five genotypes with frequency: 82,08% for
GLRXQ/GLRXQ, 0,71% for GFRXQ/GFRXQ, 0,47% for GLCXQ/GLCXQ,
16,27% for GLRXQ/GLCXQ and 0,47% for GLRXQ/GFRXQ for the whole

population of sheep examined.

Key words: PCR-RFLP, polymorphism, scrapie, sheep, PRNP
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3.WSTEP I CEL PRACY

Owce od wiekow wykorzystywane sa przez ludzi w celu pozyskania miesa,
mleka, welny, czy skor. Wraz z rozwojem i postepem w nauce i technice oraz
poszerzajaca sie Swiadomoscia na temat zachodzacych w Srodowisku
procesow zaczeto zwraca¢ uwage rowniez na choroby dotykajace zwierzeta
gospodarskie, ktore w sposob bezposredni lub posredni wplywaja na zdrowie
cztowieka.

Scrapie choroba prionowa owiec nalezy do grupy pasazowalnych
encefalopatii gabczastych. Pierwsze wzmianki na temat tej jednostki
chorobowej pochodza ze Szkocji z 1782 roku. W jezyku polskim nosi nazwe
trzesawka. Czynnikiem infekcyjnym wywolujacym scrapie jest patogenna
forma bialka prionowego kodowanego przez gen biatka prionowego. Naukowo
stwierdzono, Zze polimorfizmy w kodonie: 136, 141, 154 i 171 powiazane sa
z opornoscia/podatnoscia na klasyczna lub atypowa forme scrapie. W genie
bialtka prionowego (PRNP) wykryto polimorfizmy oraz ciche mutacje
punktowe w ponad trzydziestu kodonach.

Konieczne sa dalsze badania w celu glebszego poznania natury biatek
prionowych oraz ich oddzialywan na organizmy zwierzat i ludzi. Naukowo
udowodniono przepasazowanie sie czynnika patogennego na inne gatunki.
W zwiazku z letalnym charakterem chorob prionowych, w tym takze scrapie,
wprowadzono regulacje prawne miedzy innymi: Rozporzadzenie Parlamentu
Europejskiego i Rady (WE) NR 999/2001, Rozporzadzenie Komisji (WE)
NR 260/2003, Rozporzadzenie Komisji (WE) NR 1492/2004 czy Decyzja
Komisji 2003/100/WE, ktore swiadcza o wadze pasazowalnych encefalopatii
gabczastych (TSE - Transmissible Spongiform Encephalopathies).
Na podstawie uregulowan prawnych na poziomie ogolnoeuropejskim, a takze
poszczegolnych panstw, przedsiewzieto szereg dzialan majacych na celu
badanie przyczyn, zwalczanie skutkéw, oraz zapobiegania rozprzestrzeniania
sie chor6b prionowych dotykajacych zarowno ludzi, jak i zwierzeta. Badania
nad scrapie dotycza nie tylko polimorfizmu genu biatka prionowego, czemu
poswiecona jest niniejsza rozprawa, ale rowniez maja na celu tworzenie

programow hodowlanych ograniczajacych lub eliminujacych w dalszej
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hodowli osobniki podatne na trzesawke, a takze zbadanie wplywu genotypow
na cechy uzytkowe malych przezuwaczy.

Ze wzgledu na brak powiazania polimorfizmow w kodonie: 127, 151 oraz
189 genu PRNP z opornoscig/podatnoscia owiec na klasyczna i atypowa
postac scrapie, a takze bardzo rzadkie wystepowanie polimorfizmu
pojedynczego nukleotydu warunkujacego kodowanie lizyny w triplecie 171,
nie wykonuje sie¢ rutynowych testow pod tym katem. Nie mniej jednak
ze wzgledu na wykrycie pojedynczych mutacji nukleotydowych w ponad
30 tripletach podjeto dzialania w kierunku zbadania zmiennosci
w wybranych wyzej wymienionych kodonach w stadach owiec z Polski,
Stowacji i Wloch. Sa to pierwsze tego typu badania w Polsce. Odpowiednio
dobrane enzymy restrykcyjne wykorzystane w metodzie PCR-RFLP pozwolily
na wykonanie genotypowania rowniez dla kodonu 141, ktory powiazany jest
z wrazliwoscig na Nor98.

Celem pracy bylo zbadanie polimorfizmu genu bialka prionowego
w kodonach: 127, 141, 151, 171 i 189 owiec pochodzacych z Polski, Slowacji
i Wloch. Ponadto oszacowano frekwencje alleli oraz genotypow
w poszczegolnych tripletach oraz porownano badane populacje owiec pod

wzgledem zmiennosci w tym zakresie.
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4.PRZEGLAD LITERATURY

4.1. Pasazowalne encefalopatie gabczaste

Choroby prionowe naleza do grupy letalnych pasazowalnych encefalopatii
gabczastych, ktore stanowiq czes¢ wigekszej rodziny nazywanej amyloidazami
mozgowymi. Termin amyloid wprowadzil w 1854 roku niemiecki lekarz
Rudolph Virchow (Sipe i Cohen, 2000). Widékna amyloidowe zbudowane sa
z monomerow bialkowych 2z dominacja drugorzedowej struktury £
i odkladane w przestrzeni pozakomoérkowej mozgu. W przypadku TSE
substancja gromadzaca sie jest patogenna forma biatka prionowego PrPsc
(pathogenic, scrapie associated prion protein), ktora odpowiedzialna jest
za zwyrodnienia ukladu nerwowego (UN) (Prusiner, 2004). Choroby prionowe
dotykaja zarowno ludzi jak i zwierzeta oraz stanowia problem ekonomiczno-
gospodarczy, a przede wszystkim zdrowotny. Pierwsza opisang choroba
wywolana tym czynnikiem etiologicznym jest scrapie, w jezyku polskim
nazywana trzesawka. Wzmianki o tej jednostce chorobowej dotykajacej owce
i kozy pochodza z 1732 roku ze Szkocji (Schneider i wsp., 2008).
Encefalopatia gabczasta dotykajaca ludzi, czyli choroba Creutzfeldta-Jakoba
CJD (Creutzfeldt-Jakob Disease) zostala opisana dopiero w 1920 roku przez
Creutzfeldta, a nastepnie w 1921 roku przez Jakoba. Wraz z poglebiajaca sie
wiedza przez kolejne dekady opisano postac jatrogenna iCJD (latrogenic
Creutzfeldt-Jakob Disease), sporadyczng sCJD (Sporadic Creutzfeldt-Jakob
Disease), rodzinna fCJD (Familial Creutzfeldt-Jakob Disease) oraz nowy
wariant nvCJD (variant Creutzfeldt-Jakob Disease) (Brown, 1998; Prusiner,
2004). W 1936 roku doniesiono o syndromie Gertsmanna-Strausslera-
Scheinkera GSS, chociaz pierwsze wzmianki na temat tej choroby pojawity
sie w 1913 i 1928 roku (za Deptula i Pawlikowska, 2000; Hérnlimann i wsp.
2006;). W 1957 roku opisano chorobe Kuru znana potocznie ,Smiejaca sie
Smier¢” dotykajaca plemie Fore zamieszkujace Gory Wschodnie Papui Nowej
Gwinei (Gajdusek, 1977). Smiertelna rodzinna bezsennosé¢ FFI (Fatal
Familiar Insomia), jako ostatnia do tej pory choroba prionowa dotykajaca
ludzi zostala zdiagnozowana w potowie lat osiemdziesiatych we Wltoszech
(Hoérnlimann i wsp. 2006). W 1947 wykryto zakazna encefalopatie norek TME
(Transmissible Mink Encephalopathy). Pod koniec lat szesédziesiatych XX
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wieku wykryto, a nastepnie potwierdzono w 1983 roku chroniczng
wyniszczajaca chorobe zwierzyny plowej CWD (Chronic Wasting Disease)
(Prusiner, 2004). W 1986 roku w poludniowej Anglii rozpoznano podczas
rutynowego badania histopatologicznego gabczasta encefalopatie bydta BSE
(Bovine Spongiform Encelophaty) znana rowniez, jako choroba wsciektych
krow (Prusiner, 2004). Od 1986 do 1994 roku zdiagnozowano 19
przypadkow TSE zwierzat zyjacych w niewoli w brytyjskich ogrodach
zoologicznych  egzotycznych. Wyodrebniono gabczasta  encefalopatie
egzotycznych zwierzat kopytnych EUE (Exotic Ungulate Encephalopathy)
oraz gabczasta encefalopatie kotowatych FSE (Feline Spongiform
Encephalopathy) (Kirkwood i Cunningham, 1994; Hoérnlimann i wsp., 2006).
W 1998 roku zdiagnozowano pierwszy przypadek atypowej postaci scrapie
w Norwegi (Benestad i wsp., 2003). W roku 2005 opisano gabczasta
encefalopatie malp naczelnych w ogrodach zoologicznych ZPSE (Zoo Primate
Spongiform Encephalopathy). Pojawily sie réwniez informacje na temat
gabczastej encefalopatii duzych kotow (Capitive Large Cats), ryb FSE (Bovo
i wsp. 1999) i strusi OSE (za Barszcz i wsp., 2010).

Jednostki chorobowe, ktore naleza do TSE maja zblizone do siebie
podstawowe objawy kliniczne takie jak: niemoznos¢ ruchéw spowodowana
mimowolnymi drzeniami miesni, zaburzenia koordynacji ruchowej,
nadwrazliwoS¢ na bodzce sSrodowiskowe, lekliwosé, nadpobudliwosS¢ czy
agresja. Choroby prionowe charakteryzuje bardzo dlugi czas inkubacji
i stosunkowo krotki ich przebieg. U zwierzat gospodarskich dotknietych TSE
obserwuje sie rowniez spadek mlecznosci oraz masy ciala przy zachowanym
apetycie (Wooldridge i Wood, 1991; za Polak i Zmudzinski, 2000;
za Soltysiak i Barcikowska, 2002). Wyrozni¢ mozemy trzy etapy rozwoju
choréb prionowych:

e Infekcja oraz replikacja bialka prionowego - tkanki systemu
limfoidalnego (wezly chlonne, kepki Peyera, grasica, S$ledziona)
stanowig pierwszy osrodek akumulacji i namnazania sie patogennej
izoformy biatka prionowego (Andreoletti i wsp., 2000; Heggeba i wsp.,
2000; za Polak i Zmudzinski, 2000; za Larska i Polak, 2003).
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Migracja PrPSc - wykrycie obecnosci bialka prionowego patogennego
w leukocytach oraz plytkach krwi wskazywa¢ moze na istotna role
w transporcie PrPS¢c w organizmie (za Larska i Polak, 2003). Badania
naukowcow potwierdzaja wystepowanie PrPSc rowniez: w tkance
miesniowej, tkance limfatycznej wezlow chlonnych, zwojach nerwow
grzbietowych, zwoju nerwu trojdzielnego, rdzeniu kregowym, plynie
rdzeniowo-mézgowym, sercu, plucach, grasicy, watrobie, $ledzionie,
zoladku, trzustce, koncowym odcinku jelita cienkiego i poczatkowym
jelita grubego, siatkowce, moczu, leukocytach, ptytkach krwi, a takze
w ukladzie rozrodczym (Blattler, 2002; Heggebe i wsp., 2003;
Buschmann i wsp., 2004; za Polak i Zmudzinski, 2000; za Polak
i Rola., 2005; za Wierzbicka i Deptula, 2008, za Kaczor i Domon,
2009). Badania przeprowadzone na owcach dotknietych trzesawka
wykazaly akumulacje bialek prionowych typu scrapie w nerkach
w miejscu, w ktorym przedostaja sie z krwi lub sa absorbowane
z uryny (Siso6 i wsp., 2008).

Neurodegeneracja komoérek - czynnik zakazny odklada sie glownie
w  oSrodkowym  ukladzie nerwowym = (OUN), doprowadzajac
do zwyrodnien mozgowia, nerwow czuciowych i obwodowych oraz
rdzenia przedtuzonego (Prusiner, 1998; za Polak i Zmudzinski, 2000;
za Larska i Polak, 2003; za Polak i Rola, 2005; za Wierzbicka
i Deptuta, 2008; za Wisniewska i Mroczkowski, 2009). Na poziomie
komérkowym kumulacja PrPS¢ powoduje dysfunkcje komorki,
a nastepnie jej neurodegradacje prowadzaca do sSmierci. Odkladanie
sie nieaktywnych bialek fibrylarnych prowadzi do wakuolizacji oraz
nagromadzenia sie patogennej formy biatka prionowego w postaci
wlokien amyloidowych, plytek lub zlogow wokol jader komorkowych
w dendrytach istoty szarej mozgu. Obserwuje sie rowniez zwyrodnienie
i zanik neuronow w OUN (Prusiner, 2004; za Deptuta i Pawlikowska,
1999; za Polak i Zmudzinski, 2000; za Strzelec i Niznikowski, 2004;
za Wierzbicka i Deptuta, 2008).
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4.1.1. Czas inkubacji chor6b wywolanych przez priony

Badania prowadzone nad chorobami prionowymi nie potwierdzaja
obecnosci przeciwcial, jako odpowiedzi immunologicznej ze strony organizmu
na czynnik zakazny (Prusiner, 1998). Podaje sie, iz przyczyna braku
odpowiedzi ze strony ukladu odpornosciowego (UO) jest dtugi czas inkubacji
choroby, podobienstwa PrPS¢ do PrP¢ (normal cellular prion protein -
komoérkowa forma bialka prionowego) oraz zwiazanej z tym nabytej tolerancji
na czynnik zakazny (Prusiner, 1998).

Amyloidazy moézgowe naleza do choréb letalnych. Okres inkubacji oraz
trwania choroby zalezy miedzy innymi od gatunku oraz wieku osobnika. CJD
charakteryzuje sie najdluzszym okresem inkubacji od roku do 30 lat (Ridley
i Baker, 1995). Jednostka ta dotyka ludzi miedzy S0 a 75 rokiem zycia.
Sama choroba trwa od miesiaca do 3 lat (Rabenau i wsp., 2001). Najkrotszy
czas inkubacji podaje sie w przypadku Smiertelnej rodzinnej bezsennosci,
ktory trwa do roku, a sama choroba od S5 miesiecy do 7 lat u ludzi
w przedziale wiekowym 20-72 lat (Prusiner, 2004). Natomiast BSE bydla,
dotyka zwierzeta w wieku 3-5 lat, choroba trwa od 1 do 6 miesiecy (Prusiner,
2004), a sredni czas inkubacji wynosi okolo 5 lat (Prusiner, 1998; 2004).
Scrapie inkubuje sie do kilku lat w organizmie, trwa od 2 do 24 tygodni
i dotyka zwierzeta w wieku 2-5 lat (Lihken i wsp., 2007; McIntyre i wsp.,
2008; Fast i Groschup, 2013). Atypowa postac trzesawki wykrywana jest
u osobnikow powyzej 6 roku zycia (Benestad i wsp., 2008; Fast i Groschup,
2013). Ze wzgledu na rzadkie przypadki wystepowania oraz brak
monitoringu: chronicznej wyniszczajacej choroby zwierzyny plowej,
encefalopatii egzotycznych zwierzat kopytnych, kotowatych, duzych kotéw,
malp naczelnych w ogrodach zoologicznych, ryb i strusi oraz zakaznej
encefalopatii norek, dane dotyczace przebiegu tych jednostek chorobowych
sa niepelne. Na podstawie badan eksperymentalnych polegajacych
na zakazeniu zdrowych osobnikow czynnikiem patogennym, stwierdzono
wydtuzony czas inkubacji uwarunkowany bariera miedzygatunkowa. Bariera
ta zwiazana jest z réznicami w konformacji przestrzennej PrP¢ réznych
gatunkow zwierzat oraz czlowieka, poziomem homologii (Prusiner, 1998,

2004; za Salwa i Iwanicki, 2004; za Polak i Rola, 2005; Hérnlimann i wsp.
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20006), jak i z podobienstwem biatka prionowego ssakow (Lee i wsp., 1998;

za Salwa i Iwanicki, 2004; za Wierzbicka i Deptuta, 2008).

4.1.2. Drogi zakazenia chorobami wywolanymi przez priony

Wyrézniamy dwie drogi zakazenia organizmu patogenna forma biatka
prionowego:

e Egzogenna — przedostanie sie formy PrPSc do organizmu z Srodowiska
zewnetrznego droga pokarmowa, dozylna, dootrzewna, doustna,
domozgowa, podskorna, przez skore, z matki na potomstwo podczas
porodu i karmienia. Rowniez transfuzja krwi, transplantacja opony
twarde;j mozgu, stosowanie ludzkiego hormonu  wzrostu
i gonadotropiny, iniekcje domoézgowe oraz zabiegi neurochirurgiczne
stanowi¢ moga przyczyne wystapienia TSE (Liberski i wsp., 1990;
Healy i Evans, 1993; Hannah i wsp., 2001; za Larska i Polak, 2003;
za Salwa i Iwanicki, 2004; za Polak i Rola, 2005; za Wierzbicka
i Deptuta, 2008; za Kaczor i Domon, 2009).

e Endogenna - powstanie izoformy biatka prionowego w organizmie
na skutek mutacji w genie bialka prionowego (PRNP - prion protein
gene) (Charon i Switonski, 2012).

Bialko prionowe komoérkowe syntetyzowane jest w rybosomach, gdzie
poddawane jest obrobce potranslacyjnej i transportowane przez aparat
Golgiego i pecherzyki sekrecyjne do blony komorkowej, z ktora zwiazane jest
czynnosciowo i morfologicznie. W blonie nastepuje zakotwiczenie biatka
prionowego poprzez grupe glikozylofosfatydyloinozytolowa (GPI - Glycosylo
Phosphatidil Inositol Anchor) (Prusiner, 2004; za Kaczor i Domon, 2009).
Wyré6zni¢ mozemy dwie drogi gromadzenia sie patogennej formy biatka Prpsec
na poziomie komorkowym:

e Zmiana konformacji przestrzennej bialek prionowych

w wyniku blednej obrobki potranslacyjnej - bledy w procesie
translacji warunkuja wlaczanie aminokwasow w innej kolejnosci.
Spowodowane jest to zmianami w strukturze mRNA (messenger
ribonucleic acid -matrycowy kwas rybonukleinowy) PrPC¢ laczy sie

z PrPSc na poziomie btony komoérkowej tworzac heterodimer. Ten z kolei
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dzieli sie na dwie czasteczki PrPSc zaczynajac lawinowy proces
przeksztalcania bialek prionowych komorkowych w patogenne,
narzucajac odmienna konformacje przestrzenng (Chesebro, 1998;
za Deptula i Pawlikowska, 1999; za Wierzbicka i Deptuta, 2008).

Nagromadzenie sie¢ form patologicznych w cytosolu - nieprawidtowo
pofaldowane biatka prionowe, charakteryzujace sie¢ nieodpowiednia
konformacja przestrzenna (struktura drugorzedowa) w stosunku
do biatka prionowego komorkowego, rozkladane sa przez proteinazy
w lizosomach (Prusiner, 1998; za Deptula i Pawlikowska, 1999;
za Wierzbicka i Deptuta, 2008). Badania przeprowadzone przez zespol
DebBurmana wykazaly, ze biatka opiekuncze chaperonowe (chaperon
proteins): GroEL oraz Hsp 104 odpowiedzialne sa 2za cofanie
nieprawidtowych bialek prionowych do cytosolu na drodze transportu
wstecznego, gdzie ulegaja degradacji pod wplywem enzymow
proteolitycznych. Zaburzenia w tym procesie powoduja gromadzenie
sie¢ zlogow wloknistych w lizosomach ponad poziom fizjologiczny,
a nastepnie na skutek rozerwania struktur przedostanie sie PrPSc
do blony cytoplazmatycznej i zakotwiczenie grupa GPI (DebBurman

i wsp., 1997; za Salwa i Iwanicki, 2004).

4.1.3. Etiologia trzesawki

Scrapie jest choroba neurodegeneracyjna nalezaca do grupy TSE

wywolywana przez patogenne biatka prionowe, ktore poprzez akumulacje

w OUN prowadza do smierci. W Polsce ta jednostka chorobowa nazywana

jest rowniez: trzesawka, drzaczka badz choroba klusowa owiec i koz.

Pierwsze wzmianki na temat scrapie pochodza z 1732 roku z terenow

Szkocji, natomiast pierwsze raporty pochodzace z Niemiec, Francji i Anglii

odnotowano pomiedzy 1750, a 1980 rokiem. Nie mniej jednak wzmianki na

temat choroby dotykajacej male przezuwacze pochodza z lacinskich

przekazow (Hunter, 1993). Problemy z wlaSciwym rozpoznaniem scrapie

polegaly na zblizonych syndromach kilku choréb oraz odmiennoscia

w nazwie w zaleznosci od regionu czy kraju np.: ,goggles”, ,rubbing disease”,

,Scratchie” w Anglii; ,la tremblante”, ,la maladie convulsive” we Francji;
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sbasqvilla disease”, ,prurigo lumbag” w Hiszpanii; ,Petermadnnchen”, ,die
Traberkrankheit”, ,Reiber-Uebel” czy ,die Seuche” w Niemczech, ,surlokar”
na Wegrzech czy ,rida” w Islandii (Hunter, 1993; Schneider i wsp., 2008).
Pierwsze przypadki scrapie zanotowano w Stanach Zjednoczonych w 1947
roku (Alexander i wsp., 2005), na terenie Wegier w 1959 (Hunter, 1993),
we Wloszech w regionie Piedemont w 1976 roku (Acutis i wsp., 2004),
w Japonii w 1982 (Hunter, 1993), w Grecji w 1986 (Bilinis i wsp., 2004),
w Rumunii w 2002 (Otelea i wsp., 2011), w Polsce w 2009 roku (Polak i wsp.,
2009). Na terenie Niemiec od 1973 do 1998 odnotowano niespelna 20
przypadkow owiec chorych na scrapie (Junghans i wsp., 1998), a na Stowacji
pierwszy potwierdzony przypadek scrapie opublikowano w 2003 roku
(Matuskova i wsp., 2003). We Wloszech w latach 2004-2007 wykryto 187
przypadkow scrapie (Vaccari i wsp., 2007). Jak podaje Hérnlimann do 2006
Australia, Nowa Zelandia oraz Argentyna nalezaly do krajow wolnych
od scrapie (Hornlimann i wsp., 2006). Odnotowano jednak przypadki
wystapienia trzesawki w przypadku owiec importowanych z Anglii nalezacych
do ras suffolk i hampshire: w 1938 w Kanadzie, w 1947 w stanie Michigan,
w 1952 w Australii, w 1953 w Nowej Zelandii, w 1965 w Poludniowej Afryce,
w 1969 w Kolumbii, w 1970 w Kenii, w 1977 w Brazylii, a takze w 1940
w Indiach u mieszancow lokalnej rasy himalajskiej z importowana rasa
rambouillet z Francji (Hunter, 1993).

Roéznice pomiedzy klasyczna a atypowa postacia trzesawki wykazuje sie
na tle biochemicznym, histopatologicznym oraz epidemiologicznym (Erhardt
i wsp., 2009; Simmons i wsp., 2010). Zaklada sie rowniez, iZ Nor98 powstaje
samorzutnie (Buschmann i wsp., 2009). Badania prowadzone przez
naukowcow na calym swiecie dowiodly, ze polimorfizm w kodonach 136, 154
i 171 powigzany jest z opornoscia/podatnoscia owiec na klasyczna trzesawke
(Goldmann i wsp., 1994; Belt i wsp., 1995; Lihken i wsp., 2004). Genotypy
zostaly podzielone na 5 klas wrazliwosci na scrapie wedlug DEFRA
(The Department for Environment, Food and Rural Affairs, 2006).
Klasyfikacja ta pozwolila na tworzenie programoéw hodowlanych majacych
na celu selekcje zwierzat o genotypach najbardziej opornych na trzesawke.

Strategie przygotowania programoéw hodowlanych opierajacych sie
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na modelach matematycznych uwzgledniajacych wytyczne Unii Europejskiej
oraz DEFRA maja na celu zmniejszenie frekwencji allela Vi3eR154Q171 oraz
wyeliminowanie osobnikéw o genotypach nalezacych do klas o wysokiej
podatnosci na scrapie (Drogemuller i wsp., 2004; Roden i wsp., 2000).
Pojawil sie jednak problem zwigzany ze zmniejszeniem zmiennosci
genetycznej oraz wzrostem inbredu przy wyborze jednego genotypu. Ponadto
wykrycie atypowej formy tej choroby u zwierzat nalezacych przede wszystkim
do klas opornych na klasyczna forme scrapie stworzylo zagrozenie infekcja
formy Nor98 (Benkel i wsp., 2007).

Kliniczne objawy scrapie zwiazane sa ze stadem, rasa, regionem, a takze
krajem, z ktoérego pochodza owce (Goldmann i wsp., 1994; Dawson i wsp.,
1998). Obserwuje sie je u osobnikow miedzy 2 a 5 rokiem zycia. Bardzo
rzadko objawy kliniczne obserwowane sg w przypadku osobnikéow mtodych
ponizej 18 miesiaca, badz starych (Hérnlimann i wsp., 2006; Fast
i Groschup, 2013). Na Islandii odnotowano jednak przypadek 6 miesiecznego
jagniecia z objawami scrapie (Polak i Zmudzinski, 2008). Objawy scrapie
uzaleznione sg réwniez od szczepu, ktéorym owca zostala zainfekowana
(Goldmann i wsp., 1994; za Piestrzynska-Kajtoch i Rejduch, 2006; za Kaczor
i Domon, 2009). W przebiegu choroby wyrozni¢ mozemy trzy fazy:

e Wczesna faza kliniczna - od 1 do 2 miesiecy — obserwowane
sa zmiany w jakosci welny, apatia, podniecenie, zaburzenia rownowagi
przy gwaltownych zmianach kierunku ruchu czy czeste pobieranie
matych ilosci wody (za Polak i Zmudzinski, 2000).

e Pelna faza kliniczna — od 1 do 2 miesiecy — widoczny jest znaczny
spadek masy ciala przy zachowanym apetycie, problemy
z przetykaniem, Slinienie oraz zgrzytanie zebami, Swiad, ocieranie sie
oraz drapanie prowadzace do wylysienia i uszkodzen pokrywy ciala,
ataksja, nadwrazliwos¢ na bodzce sSrodowiskowe takie jak ruch, dzwiek
czy dotyk, a takze agresja w stosunku do ludzi i psow pasterskich
(za Polak i Zmudziniski, 2000).

e Poézna faza kliniczna — od 2 do 4 tygodni —nastepuje ogolne ostabienie
organizmu, zaleganie, nieche¢ do ruchu spowodowana trudnosciami

przy wstawaniu, upadanie, brak koordynacji ruchowej, niepewny chod
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przypominajacy klusowy (wysokie unoszenie konczyn przednich, przy
jednoczesnym podkurczaniu konczyn tylnych), otepienie i drzenie
miesni (za Polak i Zmudzinski, 2000).

Celem wykrycia scrapie stosuje sie badania histopatologiczne
na materiale pobranym z rdzenia przedluzonego owcy. Badania te daja
mozliwos¢ wykrycia degeneracji neuronow oraz wakuolizacji, czyli zmian
gabczastych w  moézgu. Metoda  immunohistochemiczna  polega
na wybarwianiu miejsc, gdzie biatko prionowe wystepuje. Natomiast tak
zwane szybkie testy umozliwiaja diagnostyke przyzyciowa stwierdzajaca
obecnos¢ prionow w tkance limfatycznej przed wystapieniem objawow
klinicznych choroby (za Polak i Zmudzinski, 2008; Fast i Groschup, 2013).

W roku 1998 w Norwegi (Benestad, i wsp., 2003) zdiagnozowano pierwszy
przypadek scrapie 2z nietypowymi dla klasycznej formy objawami,
a mianowicie brakiem $§wiadu, nerwowosScia 1 wzmozona niezbornoscia
ruchowa (Benestad, i wsp., 2003, 2008; za Polak i wsp., 2007). Atypowa,
nazywana rowniez Nor98 forma trzesawki dotyka zwierzeta starsze powyzej 5
roku zycia o genotypach nalezacych do klas opornych na klasyczna postac
scrapie wg DEFRA (Fast i Groschup, 2013). Atypowa postac trzesawki
charakteryzuje sie dluzszym czasem inkubacji oraz odmiennym profilem
glikozylacji biatka prionowego: masa czasteczkowa 13-31kDa, w stosunku
do klasycznej postaci 18-30kDa. Bialko PrPSc gromadzi sie¢ w postaci wakuol
w mozdzku i korze mozgowej. Obserwuje sie wieksza degradacje bialtka
prionowego patogennego pod wplywem trawienia proteinaza K (Benestad
i wsp., 2003; za Polak i wsp., 2007; za Larski Z., 2011). W Portugali do roku
2004 wykryto 7 przypadkow scrapie, ktére roznity sie miejscem gromadzenia
patogennej formy biatka prionowego oraz degradacja pod wplywem
proteinazy K. Osobniki byly nosicielami alleli warunkujacych opornos¢ na
klasyczng postaé¢ trzesawki: AizsRis4R171, A136R154Q171 1 A136H154Q171 (Orge
i wsp., 2004). Ministerstwo Rolnictwa i Lesnictwa Nowej Zelandii — panstwa
wolnego od klasycznej postaci trzesawki w 2010 roku przedstawilo raport
o wystapieniu Nor98 (MacDiarmid S. (2010).

W Polsce przypadki atypowej postaci trzesawki zdiagnozowal testem

ELISA i potwierdzil systemem Western blotting zespo6l Polaka (Polak i wsp.,
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2010). Stwierdzono cztery przypadki atypowej postaci scrapie. Trzy dotyczyly
zwierzat padlych w kolejno: 109, 84 i 96 miesiacu oraz owcy zywej w 132
miesigcu zycia. Zwierzeta nalezaly do klasy: G2 i G3 opornosci/podatnosci
na trzesawke i nie wykazywaly objawow klinicznych klasycznej formy
choroby (Polak i wsp., 2009).

4.2, Badania nad prionami

Pojecie biatkowego czynnika zakaznego — prion - proteinaceous infectious
particie na tamach magazynu ,Science” wprowadzit w 1982 roku Stanley
Prusiner. W 1997 otrzymal nagrode Nobla w dziedzinie fizjologii i medycyny
za odkrycie ,prostych bialek mogacych byé czynnikami chorobotwodrczymi’.
Juz w latach 30 ubieglego stulecia angielscy, francuscy i niemieccy
weterynarze prowadzili badania dotyczace trzesawki, majace na celu
identyfikacje czynnika zakaznego, polegajace miedzy innymi na wszczepianiu
do moézgu i rdzenia kregowego zdrowych zwierzat czynnika infekcyjnego
(Brown i Bradley, 1998). Od 1936 roku powszechnie wiedziano o zakaznej
naturze scrapie dzieki eksperymentom prowadzonym przez Cuille i Chelle
(Prusiner, 2004). Swoje zashugi w badaniach nad TSE ma zespol Gajduska,
ktory to w 1957 roku odkryl chorobe kuru w gorach Papuy-Nowej Gwinei
(Gajdusek, 1977). W 1966 roku w wyniku eksperymentu przepasazowano te
chorobe na szympansy (Hoérnlimann i wsp., 2006), potwierdzajac teorie
wirusa o powolnym dzialaniu, jako czynnika infekcyjnego wysunieta przez
Sigurdssona w 1954 roku (Gajdusek, 1977; Liberski i Bartosiewicz, 2001).
W 1972 Diener przedstawil hipoteze mowiaca, ze czynnikiem zakaznym
wywolujacym scrapie jest viroid, czyli naga, kolista i samo replikujaca sie
czasteczka RNA (Diener,1972; za Deptula i Pawlikowska, 1999; za Strzelec
i Niznikowski, 2004). Badania zespolu Alper z Hammersmith Hospital
in London sugerowaly jednak brak kwasow nukleinowych DNA, badz RNA
w czynniku zakaznym, ktore degradowane sa pod wplywem swiatla UV lub
promieniowania jonizujacego (Alper i wsp., 1967; Rabenau i wsp., 2001).
W 1966 roku Alper i wspolpracownicy wysuneli najpierw teorie
polisacharydow, jako czynnikow infekcyjnych (Alper i wsp., 1966), a potem
w 1978 roku zasugerowali lipidy (Alper i wsp., 1978). Jednak to badania
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Griffith, ktéory w 1967 roku wysunal hipoteze moéwiaca, ze czynnikiem
patogennym warunkujacym wystapienie encefalopatii gabczastych jest biatko
o odmiennej konformacji przestrzennej (Griffith, 1987) naprowadzily zespot
Prusinera do prowadzenia badan w kierunku protein. Naukowcy pod
kierunkiem Prusinera wykazali wystepowanie dwoch form: biatka
prionowego komorkowego PrP¢ oraz jego patogennej formy scrapie PrPSc
(Prusiner, 1998; Hoérnlimann i wsp., 2006). Biatko prionowe komoérkowe jest
syntetyzowane przez organizmy: ssakow, ptakow, owadow czy grzybow
nitkowatych (za Wierzbicka i Deptuta, 2008). Biatka zakazne drozdzy
piekarniczych Saccharomyces cerevisiae: URE2p URE3 i Sup35p (PSI¥)
tworza nowe formy poprzez zmiane konformacji przestrzennej prowadzac
do namnozenia sie tej formy bez udzialu materiatu genetycznego (Prusiner,

1998; za Deptuta i Pawlikowska, 1999; Brown, 2009).

4.2.1. Budowa bialka prionowego i jego funkcje

Bialko prionowe jest sialoglikoproteida hydrofobowa. Masa czgsteczkowa
PrP¢ wynosi 33-35 kD i ulega degradacji pod wplywem: proteinazy K,
nukleaz, trypsyny, formaliny, detergentow (np.: fenol, kwas mrowkowy,
zasada sodowa etc.), promieniowania UV i jonizujacego, a takze w wyniku
sterylizacji termicznej. Forma PrPSc natomiast ulega degradacji do masy
czasteczkowej 27-30 kD. Biatko prionowe komorkowe jest rozpuszczalne
w wodzie i detergentach w przeciwienstwie do jego formy patogennej (Carp,
1985; Prusiner, 1998; za Deptuta i Pawlikowska, 1999; Rabenau i wsp.
2001). Domena C-koncowa biatka prionowego komorkowego sklada sie
z trzech a helis: H1 143-152 hydrofilowa, H2 171-192 i H3 199-226
hydrofobowe stanowiacych 38-43% oraz 2 B-nici ok.3-14%, natomiast biatko
prionowe typu scrapie jest P-harmonijka, w ktorej 19-30% stanowia &-
helisy, a 38-43% p-nici (Prusiner, 1998; za Salwa i Iwanicki , 2004;
Hoérnlimann i wsp., 2006, za Kaczor i Domon, 2009) Liniowa struktura jest
oporna na czynniki fizyko-chemiczne. Owcze biatko prionowe zbudowane jest
z 255 aminokwasow przed obrobka translacyjna, natomiast po obrébce
translacyjnej z 210 aminokwasow. Zawiera reszty kwasu sialowego, mostek

dwusiarczkowy oraz dwa miejsca glikozylacji (Prusiner, 2004, za Kaczor
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i Domon, 2009). Biatko to wystepuje na powierzchni komorek gleju,
neuronow, leukocytow, neutrofilach, plytkach krwi, monocytach, tkankach
limfoidalnych i immunocytach (Bléattler, 2002; za Wierzbicka i Deptula,
1999; 2008).

Przyjmuje sie wystepowanie bialek prionowych w trzech typach
(Wickner, 1997; za Deptula i Pawlikowska, 1999):

e PrPScstabilne wykazujace mozliwos¢ pasazu tylko w obrebie gatunku

e PrPSczachowujace pierwotne wlasciwosci po pasazu na inny gatunek

e PrPScniestate niezachowujace pierwotnych wlasciwosci

Rola fizjologiczna biatka prionowego nie zostala dokladnie poznana,
dlatego tez sugeruje sie, iz odgrywa role w cyklu okotodobowym komorki oraz
jej wzroscie i roznicowaniu, a takze przy indukcji receptora acetylocholiny.
Pelni funkcje ochronna przed stresem oksydacyjnym oraz programowa
Smiercia komorki i jest odpowiedzialne za rozwoéj miesni. Bierze udziat
w transblonowym przekazywaniu sygnalow, asymilacji ligandow oraz
w gospodarce jonowej miedzi oraz aktywacji komorek T (Reisner, 2002; Turu
i wsp., 2008; za Strzelec i Niznikowski, 2004; za Wierzbicka i Deptuta, 2008).
Prawdopodobnie bierze udzial w procesach metabolizmu miedzi(ll) (Wozna,
2009).

Bialko prionowe komoérkowe jest wysoko konserwatywne. Podobienstwo
u ssakow jest na poziomie od 84 do 97%. Miedzy owca a bydlem wynosi
97,3% (dotyczy 7 aminokwasow), natomiast miedzy bydiem a czlowiekiem
89,3% (dotyczy 30 aminokwasow) (Wopfner i wsp., 1998; za Deptula
i Pawlikowska, 1999; za Salwa i Iwanicki, 2004; za Wierzbicka i Deptula,
2008).

4.2.2, Teorie prionu
Obowiazujaca teoria prionu Prusinera przedstawia prion, jako mala
bialkowa infekcyjna czastke oporna na czynniki modyfikujace kwasy
nukleinowe, ktore moga, ale nie muszg ich zawierac (Prusiner, 1982; 1998).
Model zaproponowany przez Prusinera, Weissmanna i Hooda przedstawia
izoforme PrPSc, jako ta, ktora wymusza zmiane struktury drugorzedowej

biatka prionowego komorkowego, tworzac kompleksy heterodimerow
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(Prusiner, 2004). Obok obowiazujacej teorii prionu powstaly alternatywne
teorie:

e Hipoteza powolnego wirusa ,slow virus” — wysunieta w latach 50-
tych wubiegltego stulecia przez Bjérna Sigurdssona i potwierdzona
w latach 60-tych przez Daniela Carletona Gajduska oraz Williama
Hadlow (Prusiner, 1998). Scrapie wywolana miala by¢ wirusem
o bardzo diugim okresie inkubacji, czyli tak zwanym wirusem
powolnym (slow virus). (Prusiner, 1998). Natomiast Heino Diringer
i Laura Manuelidis uwazali, ze czasteczka wirusa o dlugosci 10nm,
jako czynnik zakazny jest chroniona przed szkodliwymi dla niego
czynnikami fizyko-chemicznymi specjalnym kapsydem (Hérnlimann
1 wsp., 2006).

e Hipoteza Virino — wysunieta w 1979 roku (Dickinson i Outram, 1979)
oraz potwierdzona w 1982 (Kimberlin, 1982). Zaklada, ze kwas
nukleinowy jest mniejszy od wiriodu i nie zawiera bialek, ale stanowi
matryce do ich produkcji. Bardzo mala masa czasteczkowa stanowic
moze o niemozliwosci detekcji kwasu nukleinowego z badanego
preparatu. Bialko polaczone z kwasem nukleinowym pochodzacym
z komorki gospodarza tlumaczy brak odpowiedzi immunologicznej.
Zaburzenia regulacji funkcji biochemicznych wywotanych przez kawas
nukleinowy maja by¢ przyczyna wywolania choroby (Carp i wsp, 1985;

Hérnlimann i wsp., 2006).

4.3. Gen bialka prionowego PRNP

Gen biatka prionowego zaréwno u ludzi, bydla, owiec czy myszy
zbudowany jest z trzech eksonéw. Region kodujacy biatko nazywany otwarta
ramka odczytu (OFR — Open Reading Frame) wystepuje wewnatrz trzeciego
eksonu (Prusiner, 1999). Podobienstwo miedzy sekwencja ludzka
a owcza jest na poziomie 65,4%, natomiast bydla a owiec 94% (Castiglioni
1 wsp., 1998).

Owczy gen PRNP zbudowany jest z 31412 par zasad i sklada sie
z eksonow o dlugosci odpowiednio 52, 98 i 4028 par zasad oraz z dwoch

intronow o dlugosci 2421 i 14031 par zasad. Natomiast region niekodujacy
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3'UTR (untranslated region - region niekodujacy) ma dlugos¢ 3246 par
zasad, a OFR 768 par zasad. Gen bialka prionowego owiec znajduje sie
w diugim ramieniu 13 chromosomu w pozycji 13q17-q18 (Castiglioni i wsp.,
1998; Lee i wsp., 1998; Tranulis, 2002; za Piestrzynska-Kajtoch i Rejduch,
2006; Charon i Switonski, 2012,). PrP¢ jest produktem potranslacyjnym
kodowanym przez 256 kodonow owczego genu PRNP i zbudowane z 210
aminokwasow (Fast i Groschup, 2013).

Polimorfizm genu bialka prionowego owiec wykryto w ponad 30 kodonach
(Goldmann W., 2008; Niznikowski R., 2011). W ponizszym zestawieniu
podano wykryte i opisane mutacje punktowe SNP (single nucleotide
polymorphism - polimorfizm pojedynczego nukleotydu) odpowiedzialne
za podstawienia jednonukleotydowe warunkujace wlaczanie do sekwencji

tancucha polipeptydowego odmiennych aminokwasow.

Kodon DNA Symbol Aminokwas Autor
83 GGC G GLICYNA Acin i wsp., 2004
GGG G GLICYNA
85 - R ARGININA Lan i wsp., 2006
- G GLICYNA
94 - G GLICYNA Meydan i wsp., 2013
- G GLICYNA
101 CAG Q GLUTAMINA Acin i wsp., 2004
CGG R ARGININA
103 - N ASPARAGINA Acin i wsp., 2013
- H HISTYDYNA
112 ATG M METIONINA Ikeda i wsp., 1995
ACG T TREONINA
ATC I IZOLEUCYNA Zhang i wsp., 2004
116 GCA A ALANINA Un i wsp., 2008
KWAS
- E GLUTAMINOWY
CCA P PROLINA Seabury i Derr, 2003
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123 - A ALANINA Acin i wsp., 2013
- T TREONINA
127 GGC G GLICYNA Lan i wsp., 2006
AGC S SERYNA Gombojav i wsp., 2003
GTC \Y% WALINA
GCC A ALANINA Goldmann i wsp., 2005
128 - L LEUCYNA Meydan i wsp., 2013
- I IZOLEUCYNA
132 - M METIONINA Meydan i wsp., 2013
- L LEUCYNA
135 - S SERYNA Meydan i wsp., 2013
- R ARGININA
136 GCC A ALANINA Baylis i wsp., 2000
GTC \Y% WALINA
ACC T TREONINA Acutis i wsp., 2004
137 ATG M METIONINA Thorgeirsdottir i wsp.,
ACG T TREONINA 1999
- \Y WALINA Meydan i wsp., 2013
138 AGC S SERYNA Thorgeirsdottir i wsp.,
AAC N ASPARAGINA 1999
CGC R ARGININA Un i wsp., 2008
- M METIONINA
AGT S SERYNA DeSilva i wsp., 2003
141 CTT L LEUCYNA Acin i wsp., 2004
TTT F FENYLOALANINA
142 ATA I IZOLEUCYNA Zhou i wsp., 2005
ACA T TREONINA
AAA K LIZYNA Vaccari i wsp., 2007
143 CAT H HISTYDYNA DeSilva i wsp., 2003
CGT R ARGININA
145 - G GLICYNA Acin i wsp., 2013
- \Y WALINA
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146 - N ASPARAGINA Zhang i wsp., 2004
- S SERYNA
- L LIZYNA Meydan i wsp., 2013
151 CGT R ARGININA Acin i wsp., 2004
GGT G GLICYNA
CAT H HISTYDYNA
TGT C CYSTEINA Tranulis i wsp., 1999
152 TAC Y TYROZYNA Zhang i wsp., 2004
TTC F FENYLOALANINA
154 CGT R ARGININA Alvarez i wsp., 2006
CTT L LEUCYNA
CAT H HISTYDYNA Baylis i wsp., 2000
159 - R ARGININA Meydan i wsp., 2013
- R ARGININA
160 - Y TYROZYNA Meydan i wsp., 2013
- N ASPARAGINA
163 - Q GLUTAMINA Meydan i wsp., 2013
- H HISTYDYNA
167 AGA R ARGININA DeSilva i wsp., 2003
AG? S SERYNA
168 CCA P PROLINA Goldmann i wsp., 2006
CTA L LEUCYNA
171 CAG Q GLUTAMINA Baylis i wsp., 2000
CAT/CAC H HISTYDYNA
CGG R ARGININA
AAG K LIZYNA Billinis i wsp., 2004
172 TAT Y TYROZYNA Acin i wsp., 2004
KWAS
GAT D ASPARGINOWY
173 - S SERYNA Un i wsp., 2008
- ASPARAGINA
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175 CAG Q GLUTAMINA Acin i wsp., 2004
KWAS
GAG E GLUTAMINOWY
176 AAC N ASPARAGINA Acin i wsp., 2004
AAA K LIZYNA
179 - \Y WALINA Un i wsp., 2008
KWAS
- E GLUTAMINOWY
180 CAT H HISTYDYNA DeSilva i wsp., 2003
TAT Y TYROZYNA
185 ATC I [ZOLEUCYNA Otelea i wps., 2011
ACC R ARGININA
189 CAA Q GLUTAMINA Barbar i wsp., 2009
CTA L LEUCYNA Gombojav i wsp., 2003
CGA R ARGININA
193 - T TREONINA Meydan i wsp., 2013
- S SERYNA
195 ACC T TREONINA DeSilva i wsp., 2003
S SERYNA
196 ACC T TREONINA DeSilva i wsp., 2003
- S SERYNA
211 CGA R ARGININA Bossers i wsp., 2000
CAA Q GLUTAMINA
231 AGG R ARGININA Acin i wsp., 2004
CGG R ARGININA
237 CTG L LEUCYNA Belt i wsp., 1995
CTC L LEUCYNA
CCC P PROLINA Heaton i wsp., 2010
241 CCT P PROLINA Babar i wsp., 2008
TCT S SERYNA Benkel i wsp., 2007

Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy — Agnieszka Magdalena Markowska




27

W przypadku genu PRNP owiec mutacje te maja znaczenie funkcjonalne,
a mianowicie moga wplywac na zmiane struktury przestrzennej bialka
prionowego. SNP, jako forma polimorfizmu DNA, czyli wystepowania dwoch
lub wiecej alleli w danym locus, wykrywane sa przy zastosowaniu
odpowiednich technik analizy DNA takich jak: sekwencjonowanie (Kutzer
i wsp., 2002), PCR-SSCP (single strand conformation polimorphism
- polimorfizm konformacji pojedynczych nici DNA), DGGE (denaturating
gradient gel electrophoresis - elektroforeza w gradiencie czynnika
denaturujacego) (Belt i wsp., 1995; Thorgeirsdottir i wsp., 1999), TGGE
(temperature gradient gel electrophoresis - elektroforeza w gradiencie
temperatury), real-time PCR (PCR w czasie rzeczywistym), ASA (allele specific
amplification), ARMS (amplification refractory mutation system), AFLP
(amplified fragment length polymorphism - polimorfizm dlugosci
amplifikowanych fragmentow). Metod identyfikacji SNP jest znacznie wiecej,
jednak wybierajac wlasciwa technike nalezy kierowacé sie oczekiwanym celem
badan, iloscia osobnikow poddawanych badaniu, czuloscia metody oraz
sprzetem, jakim dysponujemy. NajczeSciej stosowana technika detekcji
polimorfizmu pojedynczego nukleotydu jest PCR-RFLP (restricted fragment
length polymorphism - polimorfizm dlugosci fragmentéw restrykcyjnych).
Powielony pozadany fragment DNA 2za pomoca reakcji tancuchowe;j
polimerazy (PCR — polymerase chain reaction) zostaje pociety przez wlasciwie
dobrane enzymy restrykcyjne na krotsze odcinki o SciSle okreslonych
dtugosciach. Pojawienie sie mutacji punktowych zmieniajacych sekwencje
nukleotydow w genie uniemozliwia rozpoznanie miejsca cigecia przez
okresSlone restryktazy danego odcinka DNA (Stomski, 2004; Charon
i Switonski, 2012).

Nazwy genotypow w tripletach genu PRNP utworzono od symboli
aminokwasow, ktore sa kodowane przez tréjki nukleotydow. Badania
prowadzone przez wiele zespolow naukowych (miedzy innymi: Guo i wsp.,
2003; Goldmann i wsp., 2005; Niznikowski i wsp., 2006; Wisniewska i wsp.,
2006; Groschup i wsp., 2007) wykazaly powiazanie SNP w kodonach 136,
154 i 171 z podatnoscia/opornoscia owiec na scrapie. W triplecie 136:

aminokwas alanina (A) kodowane sa przez trojke nukleotydéow GCC,
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powiazana jest z opornoscia, a walina (V) kodowana przez GTC z podatnoscia
na scrapie. W kodonie 154: arginina (R) wlaczana przez nukleotydy CGT
warunkuje podatnos¢, natomiast histydyna (H) przez CAT czeSciowa
opornos¢ na trzesawke. W triplecie 171 arginina (R) kodowana przez CGG
powiazana jest z opornoscia, glutamina (Q) CAG oraz histydyna (H) CAT
z podatnoscia. Do najczesciej obserwowanych, rutynowo okreslanych
w badaniach oraz majacych istotny wplyw na opornosé¢/podatnosé
na scrapie naleza haplotypy: AiseRi1s4R171, A136R154Q171, Ai13eH154Q171,
Ai136R154H171 oraz Vi3eRi54Q171 (np. Hunter i wsp., 1997; Hunter i wsp.,
1997a; Goldmann i wsp., 2006; Niznikowski, 2011). Allel ARR jest
najbardziej pozadanym, ze wzgledu na wysoka naturalng opornosc
na scrapie. Posiada jednak obnizony stopniej opornosci tylko w potaczeniu
z niektorymi allelami. Haplotypy ARQ>ARH>AHQ wykazuja Srednia opornosc
na scrapie, natomiast triplet VRQ, ze wzgledu na najwyzsza podatnosc
na chorobe oraz najkrotszy czas inkubacji, jest najmniej pozadanym allelem
i dazy sie do jego eliminacji poprzez selekcje (Hérnlimann i wsp., 2006, Fast
i Groschup, 2013). Pie¢ alleli tworzy pietnascie genotypow, wystepujac
w ukladach zaréwno heterozygotycznych, jak i homozygotycznych. Ponizej
przedstawiono podzial genotypow na klasy opornosci/podatnosci owiec
na klasyczna postac scrapie wedtug DEFRA 2006:
e G5 - wysoce podatne na scrapie: VRQ/VRQ, VRQ/ARQ, VRQ/AHQ,
VRQ/ARH
e G4 - wysokie ryzyko wystgpienia objawow klinicznych, podatne:
VRQ/AR151R
e G3- podwyzszone ryzyko wystapienia objawow klinicznych, neutralne:
AHQ/AHQ, AHQ/ARH, ARQ/ARH, ARQ/AHQ, ARQ/ARQ, ARH/ARH
e G2 - neutralne-niewrazliwe, male ryzyko wystgpienia scrapie:
ARR/ARH, ARR/ARQ, ARR /AHQ
e Gl - najbardziej oporne, niskie ryzyko wystepowania klasyczne;j
postaci: ARR/ARR
Literatura podaje wystepowanie haplotypow AHR i VRR. Ze wzgledu
na sporadycznos¢, z jaka allele te sa wykrywane nie zostaly one

uwzglednione w klasyfikacji DEFRA (Kutzer i wsp., 2002). W triplecie 136
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wykryto SNP warunkujacy kodowanie aminokwasu treoniny (T) przez trojke
nukleotydow GCC, a takze mutacje punktowa w triplecie 171 bedaca
odpowiedzialna za przylaczanie aminokwasu lizyny (K) AAG, ktore nie zostaly
przypisane do zadnej z klas opornosci owiec na scrapie (Guan i wsp., 2011).
Odkrycie i opisanie atypowej postaci trzesawki postawilo przed
naukowcami kolejny problem badawczy. Badania naukowe wykazatly,
ze osobniki o genotypach nalezacych do klas opornych na scrapie wg DEFRA
sa najbardziej podatne na postac Nor98 np.: ARQ, AHQ i ARR (Liuhken
i wsp., 2007). Powiazano polimorfizm genu biatka prionowego w triplecie
141, warunkujacy wlaczanie aminokwasow leucyny (L) lub fenyloalaniny (F)
przez nukleotydy: CTT/TTT, z podatnoscia/opornoscia na atypowa postac
trzesawki oraz z dtugoscia okresu inkubacji (Rejduch, 2008). Fenyloalanina
w kodonie 141 powiazana jest z wysokim ryzykiem wystapienia Nor98
(McIntyre i wsp., 2008). Wykazano rowniez, ze owce noszace allel
A136F141R154Q171 sa bardziej podatne na atypowa postac scrapie niz te, ktore
nosza allelomorf Ai36L141R154Q171 (Goldmann, 2008). Z wysoka podatnoscia
na atypowa postac trzesawki powiazano rowniez allel AizsLi41H154Q171
(Meydan i wsp., 2013). Wykazano takze, zZe osobniki noszace allel
Ai136L141R154R171 sa podatniejsze na Nor98, niz te obdarzone haplotypem
Vi36L141R154Q171 (Fediaevsky i wsp., 2010). Naukowo stwierdzono, ze owce
zakazone scrapie bedace homozygotami L141L charakteryzuja sie krotszym
czasem inkubacji od osobnikéw noszacych genotyp F141F i L141F (Tan
i wsp., 2012). W Nowej Zelandii, kraju wolnym od scrapie wykryto przypadek
Nor98 u jednego osobnika nalezacego do badanej populacji 1512 owiec.
Wszystkie osobniki byly homozygotami AizsLi141R154R171/A136L141R154R171,
nalezacymi do grupy najwyzszej opornosci na klasyczna postac trzesawki.
Wynik ten moze potwierdzac teze, ze osobniki nalezgace do klasy G1 wedlug
DEFRA sa podatne na atypowa postac scrapie (Kittelberger i wsp., 2010).
Wykazuje sie rowniez zwigzek mutacji w triplecie 138 i 151 z wrazliwoscia
na trzesawke (Rejduch, 2008) oraz kodonie 137 i 168 z ryzykiem wystapienia
trzesawki u owiec (McIntyre i wsp., 2008). Heterozygoty noszace allelomorf
A136R154L168Q171 powigzano z podwyzszeniem opornosci owiec na scrapie

(Goldmann i wsp., 2006). Kodowanie aminokwasu cysteiny (C) w kodonie
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151 powiazano z opornoscia na trzesawke owiec pochodzacych z Islandii
(Thorgeirsdottir i wsp., 1999). Natomiast na podstawie badan populacji owiec
rasy suffolk i corridale 2z Japonii zasugerowano wplyw mutacji
w kodonie 112 warunkujacej przylaczanie aminokwasu treoniny (T)
na opornosc na trzesawke (Ikeda i wsp., 1995).

Regulacje prawne dotyczace zapobiegania, zwalczania i kontroli choréb
nalezacych do encefalopatii gabczastych takie jak: Rozporzadzenie
Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) NR 999/2001, Rozporzadzenie
Komisji (WE) NR 260/2003, Rozporzadzenie Komisji (WE) NR 1492/2004 czy
Decyzja Komisji 2003/100/WE, wplynely na tworzenie programow
hodowlanych zmierzajacych do ograniczenia w populacji owiec alleli
zwiekszajacych podatnos¢ na scrapie. Dziatlania podjete w tym kierunku
maja na celu okreslenie frekwencji alleli i genotypow, a takze selekcje
zwierzat pod katem uzyskania stad nalezacych do klasy najbardziej
opornych na klasyczna postac trzesawki (Strzelec i Niznikowski, 2004a;
Niznikowski i wsp., 2006; Niznikowski, 2009 i 2009a). Takie dziatania
wprowadzono w zycie w 1998 na terenie Krolestwa Niderlandow, w 2001
we Francji i Anglii (Nodelijk i wsp., 2011). O znaczeniu choroby, jaka jest
trzesawka Swiadczy ujecie jej atypowej formy w raporcie ,Zagrozenia
okresowe wystepujace w Polsce” Rzadowe Centrum Bezpieczenstwa z 2010
roku (RCB, 2010) oraz raporcie ,Stan zakaznych chordob zwierzat” Glowny

Inspektorat Weterynarii z 2011 roku (GIW, 2011).
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5.MATERIAL I METODY

5.1. Material zwierzecy

Badaniami objeto 424 owce zroznicowane rasowo pochodzace
z terenow Polski, Stowacji oraz Wloch. Material biologiczny do badan
stanowila krew obwodowa owiec, ktéra pobrano jednorazowo 2z zZyly
jarzmowej zwierzat do sterylnych probowek zawierajacych antykoagulant
KoEDTA. Materiat biologiczny na czas transportu umieszczono w lodowce
przenosnej w temperaturze 4°C, a nastepnie po przewiezieniu
do laboratorium zamrozono i przechowywano w temperaturze -20°C do czasu
izolacji DNA.

Populacje owiec z Polski stanowily osobniki nalezace do ras: ile de france
(n=100), kamieniecka (n=101) i wrzosowka (n=80) pochodzace z owczarni
potozonych na terenie wojewodztw: Warminsko-Mazurskiego i Kujawsko-
Pomorskiego.

Owce ze Slowacji pochodzitly z hodowli w Ustav chovu oviec Trenéianska
Tepla w regionie Trenc¢in. Nalezaly one do rasy lacaune (n=37), cigaja (n= 15),
oraz mieszancow zoSlachtena valaSka x lacaune (n=13) i lacaune x cigaja
(n=17).

Poddane badaniu owce pochodzace z regionu Molise we Wloszech
nalezaly do rasy apennine (n=50) oraz do mieszancéw apennine x merynos
derivertia (n=11). Zwierzeta utrzymywane byly w systemie pastwiskowym.

Objeta badaniami populacja owiec reprezentuje zroznicowany genetycznie
i rasowo material zwierzecy. Owce pochodzily z réznych regionow Europy
i utrzymywane byly w réznych kierunkach uzytkowania czesto
w odmiennych systemach chowu. Ponizej przedstawiono charakterystyke ras
oraz mieszancow owiec, na ktoérych materiale biologicznym wykonane zostaty
badania wlasne dotyczace polimorfizmu genu PRNP owiec w kodonach: 127,
141, 151, 171 oraz 189:

e apennine - rasa uzytkowana w kierunku miesno-welnistym.
Wytworzona w 1970 roku we Wloszech z lokalnych ras owiec
krzyzowanych z importowanymi owcami rasy bergamesca i ile de
france. Samce osiagaja wage do 80 kg, natomiast samice do 60kg.

Od trykéw rocznie uzyskuje sie 3,5kg welny, podczas gdy od maciorek
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do 2,5kg. Owce tej rasy znane rowniez pod nazwa: appenninica,
bariscianese, chietina varzese, perugina del piano (EFABIS, 2013; MSR,
2013r.).

cigaja — rasa uzytkowana w kierunku mlecznym i miesnym (produkcja
jagniat rzeznych) o Sredniej welnie. Rasa ta zostala udoskonalona
przez dolew krwi miedzy innymi merynosoéw. Samce tej rasy osiagaja
wage 70kg, a samice 50kg. Owce odporne na niesprzyjajace warunki
klimatyczne, wypasane na wysokosci 500-800m n.p.m. (EFABIS, 2013).
ile de france - owce tej miesnej rasy ze wzgledu na bardzo dobrze
rozwiniete cechy tuczne i rzezne wykorzystywane sa do krzyzowania
towarowego z merynosami w celu zwiekszenia wydajnosci rzeznej oraz
poprawienia jakosci welny. Naleza do grupy dobrze aklimatyzujacej sie
w trudnych warunkach srodowiskowych. Rasa asezonalna, wczesSnie
dojrzewajaca. Samice osiagaja wage 100-125kg, samce do 160-80kg,
plennos¢ 130-150%, uzytkowos¢ rozptodowa 120-130% (Niznikowski,
2011).

kamieniecka - rasa dwustronnego uzytkowania miesno-welnistego
i welnisto-plennym nalezaca do populacji owiec dlugowelnistych.
Wytworzona latach 1954-1965 w  gospodarstwie Kamieniec
Panstwowego Osrodka Hodowli Zarodowej Susz z maciorek Swiniarki
i pomorskiej krytych trykami kolejno texel i leine oraz kent. Nastepnie
potomstwo kojarzono miedzy soba przy jednoczesnym dolewie krwi ras
plennych. Owce odporne na niesprzyjajace warunki klimatyczne takie
jak zimno czy duza wilgotnos¢. Znana rowniez pod nazwa suska.
Samce osiagaja wage 90-110kg, a samice 60-70kg, plennos¢ 140%,
uzytkowos¢ rozptodowa 120% (Kawecka i Sikora, 1Z; Niznikowski,
2011).

lacaune - uzytkowana w typie mlecznym i dla produkcji jagniat
rzeznych. Rasa ta pochodzi z Tarn we Francji. Z mleka tej rasy
produkuje sie sery Roquefort. Do Stowacji importowana w roku 1990
i 2000. Samce osiagaja wage 95kg, a samice 70kg (Niznikowski, 2011;
EFABIS, 2013).
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e wrzosowka - uzytkowana w jednostronnym typie: kozuchowym: 75-
80%  wlosow puchowych i 20-25%  wloséw  przejSciowych
i rdzeniowych. Rasa pochodzaca z terenow Polnocno-Wschodniej Polski
nalezaca do grupy poinocnych owiec krotko ogoniastych. Ze wzgledu
na przystosowanie do ubogich warunkow srodowiskowych oraz
wysokiej odpornosci na choroby wykorzystywana do pielegnacji
krajobrazu i redukcji biomasy. Samce osiagaja wage 40kg, natomiast
samice 32kg, plennos¢ 150% (Kawecka i Sikora, IZ; Niznikowski,
2011).

e apennine x merynos derivertia mieszance uzytkowane w kierunku
miesno-welnistym (EFABIS, 2013; MSR, 2013).

e cigaja x lacaune - mieszance uzytkowane w trzech kierunkach:
miesnym, mlecznym i welnistym. Krzyzowane w celu poprawy
wydajnosci mlecznej i ptodnosci (EFABIS, 2013).

e zoSlachtena valaSska x lacaune - mieszance uzytkowane w trzech
kierunkach: miesnym, mlecznym i welnistym. Rasa zoSlachtena
valaska powstala 2z krzyzowania ras lokalnych 2z rasami
importowanymi miedzy innymi: texel, hampshire down, lincoln,
longwool, leicester longwool, lacaune. Samce tej rasy osiagaja wage
75kg, a samice 50kg. Owce odporne na zimno i mokre warunki gorskie

(EFABIS, 2013).

5.2. Izolacja DNA

Izolacje kwasu deoksyrybonukleinowego 2z krwi obwodowej owiec
przeprowadzono za pomoca komercyjnego zestawu  odczynnikow
MasterPure™ DNA Purification Kit for Blood Version II firmy Epicentre
Technology wedlug protokolu B2 o nazwie DNA Purtification for 200ul
of Whole Blood (with RBC Lysis) z wlasnymi modyfikacjami, co pozwolito
na otrzymanie materiatlu genetycznego niezbednego do badan o odpowiednie;j
koncentracji oraz czystosci. W porownaniu 2z metodyka producenta
wprowadzono nastepujace modyfikacje:

e Do probowek przeniesiono 100ul pelnej krwi owczej.
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e Probowki po etapie inkubacji w temperaturze pokojowej z Red Cell
Lysis Solution zwirowano w temperaturze 4°C przez 2 minuty przy 12
000 obrotow/minute.

e Po inkubacji w 37°C z RNaza dodano 175ul Protein Precipitation
Reagent oraz worteksowano przez 60 sekund.

e Dodano 45ul Buforu TE oraz pozostawiono do inkubacji

w temperaturze pokojowej na noc po osuszeniu z etanolu.

5.3. Analiza jakoSciowa i iloSciowa DNA

Wyizolowane genomowe DNA poddano ocenie jakoSciowej oraz iloSciowe;.
Stezenie oraz czystos¢ materialu genetycznego mierzono w spektrofotometrze
MBA2000 firmy PerkinElmer. Proby sprawdzono pod katem jakosSciowym
metoda rozdzialu elektroforetycznego w 1% zelu agarozowym (GenoPlast
Biochemicas Agarose) w obecnosci markera molekularnego O GeneRuler™
100bp DNA Ladder Plus, ready-to-use (Fermentas) w 1x stezonym buforze
TBE (10xTBE: 0,89M Tris, 0,89M kwas borowy, 0,02M EDTA, pH 8,0)
z dodatkiem 0,5yl barwnika Midori Green DNA Stain (NIPPON) na 10ml
buforu TBE. W studzienki naniesiono 3ul DNA zawieszonego w 2ul
obciazacza 6xLoading Dye Solution (Fermentas). Rozdzial elektroforetyczny
wykonano pod napieciem 120V przez 30 minut. Wynik przeprowadzonej
analizy wizualizowano w Swietle UV i zarchiwizowano przy pomocy systemu

do wizualizacji i archiwizacji G:BOX Chemi XRS5 firmy Syngene.

5.4. PCR

Amplikon stanowil fragment otwartej ramki odczytu, znajdujacej sie
w trzecim eksonie genu biatka prionowego owiec. W celu amplifikacji
specyficznego fragmentu DNA o dlugosci 545 par zasad przygotowano
mastermix w 15ul objetosci ogolnej na probe. W sklad mieszaniny wchodzito:
100ng owczego DNA, 10mM dNTP Mix (Fermentas), 1 x stezony bufor Dream
Taq™ Buffer (Fermentas), 10 pmol primera forward i reverse, 1,5U
polimerazy Taq (Fermentas), 8,7ul wody demineralizowanej wedtug metodyki
Luhken i wsp. (2008) z modyfikacjami wlasnymi. Do reakcji PCR uzyto

starterow zaprojektowanych przez Luihken i wsp. (2008):
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e Forward 5° AACCAACATGAAGCATGTGGC 3" (nukleotyd 22604-22624
GenBank sekwencja U67922)

e Reverse 5 AAGCAAGAAATGAGACACCACC 37, (nukleotyd 23127-
23148 GenBank sekwencja U67922)

Fragment genu bialka prionowego amplikowano w termocyklerze
Mastercycler pro firmy Eppendorf wg metodyki Luhken i wsp. (2008).
Program obejmowal etapy: denaturacje wstepna w temperaturze 94°C przez
90 sekund, a nastepnie 40 cykli obejmujacych: denaturacje w 94°C przez 15
sekund, przylaczenie starterow = w 60°C przez 20 sekund
i wydtuzenie w 72°C przez 45 sekund. Po zakonczeniu 40 cykli nastapit etap
syntezy koncowej w 72°C przez S5 minut. Produkt PCR sprawdzono pod
katem jakoSciowym metoda rozdziatu -elektroforetycznego w 2% zelu
agarozowym (GenoPlast Biochemicas Agarose) w obecnosci markera
molekularnego pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23, ready-to-use
(Fermentas) w 1x stezonym buforze TBE (10xTBE: 0,89M Tris, 0,89M kwas
borowy, 0,02M EDTA, pH 8,0) z dodatkiem 0,5ul barwnika Midori Green
DNA Stain (NIPPON) na 10ml buforu TBE. W studzienki naniesiono Sul
produktu PCR zawieszonego w 2ul obciazacza 6xLoading Dye Solution
(Fermentas). Rozdzial elektroforetyczny wykonano pod napieciem 120V przez
60 minut. Wynik przeprowadzonej analizy wizualizowano w sSwietle UV
i zarchiwizowano przy pomocy systemu do wizualizacji i archiwizacji G:BOX

Chemi XRS firmy Syngene.

5.5. PCR-RFLP

W celu wykrycia polimorfizméw w kodonach 127, 141, 151, 171 oraz 189
genu biatka prionowego owiec zastosowano metode PCR-RFLP. W tym celu
uzyto restryktazy rozpoznajace odpowiednie sekwencje aminokwasow.
Na podstawie danych dotyczacych kolejnosci nukleotydow genu PRNP owiec
zamieszczonych w bazie GenBank na stronie internetowej National Center
for Biotechnology Information pod numerem AJ000736.1 (NCBI, 2006)
dokonano wlasciwego wyboru enzymoéw restrykcyjnych oraz wyznaczono

dtugosci odcinkow uzyskanych po trawieniu amplikonu przy wykorzystaniu
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programow: Webcutter2.0 oraz NEBcutterV2.0 na stronie internetowej New
England BioLabs (Vincze i wsp., 2003; NEB, 2010).

W celu wykrycia polimorfizmu w odpowiednich kodonach uzyto enzymow
restrykcyjnych firmy Fermentas rozpoznajacych nastepujace sekwencje
nukleotydow:

e 127: Haelll:

5..GG|CC..3
3..CC1GG...5

o 141: Mnl:

5..CCTC(N)7|..3"
3..GGAG (N)t...5°

e 151: Avadll:

5..G|lGWCC..3
3..CCWG1G...5

e 171: Mbol:

5...JGATC...3
3..CTAGT..5

o 189: Alul:

5..AG|CT..3
3.. TCIGA...5

Przygotowano mieszaniny reakcyjne skladajace sie z: 4U odpowiedniego
enzymu restrykcyjnego, O, 2ul wody dd (Sigma) oraz 1, 2ul
rekomendowanego przez producenta buforu na prébe. Do 10ul PCR
produktu dodano 2ul mixu zawierajacego restryktaze, a mnastepnie
inkubowano w cieplarce przez 4 godziny w temperaturze 37°C.

Produkty PCR po trawieniu enzymami restrykcyjnymi rozdzielono
elektroforetycznie w 3% zelu agarozowym (GenoPlast Biochemicas Agarose)
w obecnosci odpowiedniego markera dlugosci fragmentéow DNA: pUC19
DNA/ Mspl (Hpall) Marker, 23, ready-to-use (Fermentas) lub O Gene Ruler™
50pb DNA Ladder, ready-to-use (Fermentas) oraz pBR322 DNA/Alul Marker,
20, ready-to-use (Fermentas) w 1x stezonym buforze TBE (10xTBE: 0,89M
Tris, 0,89M kwas borowy, 0,02M EDTA, pH 8,0) z dodatkiem 0,5ul barwnika
Midori Green DNA Stain (NIPPON) na 10ml buforu TBE. W studzienki
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naniesiono 10ul produktu PCR po trawieniu zawieszonego w 2ul obciazacza
6xLoading Dye Solution (Fermentas). Rozdzial elektroforetyczny wykonano
pod napieciem 120V przez 90 minut. Wynik przeprowadzonej analizy
wizualizowano w $Swietle UV 1 zarchiwizowano przy pomocy systemu
do wizualizacji i archiwizacji G:BOX Chemi XRS5 firmy Syngene.

Na podstawie uzyskanych wynikéow metoda PCR-RFLP dokonano odczytu
dtugosci fragmentow DNA po trawieniu odpowiednimi restryktazami wediug
markerow dlugosci fragmentow DNA z zeli agarozowych w celu wykonania
genotypowana. Wyniki analizowano w odniesieniu do objetych badaniami
kodonow: 127, 141, 151, 171 i 189 w poszczegolnych rasach i mieszancach,
w grupach pochodzacych z Polski, Wloch i Stowacji oraz dla calej badanej
populacji owiec. Wyliczono frekwencje alleli oraz genotypow ze wzgledu na:

e rase (ile de france, kamieniecka, wrzosowka, lacaune, cigaja, apennine

i mieszancow: zoSlachtena valaska x lacaune, lacaune x cigaja
i apennine x merynos derivertia
e kraj pochodzenia (Polska, Wlochy, Stowacja)

oraz dla calej badanej populacji owiec.
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6. WYNIKI I DYSKUSJA

Do badan wlasnych w celu wykrycia polimorfizméw w kodonach: 127,
141, 151, 171 oraz 189 genu biatka prionowego owiec wykorzystano materiat
biologiczny, jaki stanowila krew obwodowa owiec. Zwierzeta pochodzity
z trzech panstw nalezacych do Unii Europejskiej: Polski, Stowacji i Wloch.
Owce nalezaly do ras: kamieniecka, wrzosowka, ile de france, cigaja, lacaune
i apennine oraz mieszancow: zoSlachtena valaska x lacaune, lacaune x cigaja
i apennine x merynos derivertia. Uzyty do analiz molekularnych materiat
genetyczny, jaki stanowil kwas deoksyrybonukleinowy wyizolowany zostal za
pomoca zestawu MasterPure™ DNA Purification Kit for Blood Version II
firmy Epicentre Technology. Zestaw ten pozwolil otrzymac wysokiej jakosci
DNA. Odpowiednio dobrane parametry profilu termicznego reakcji PCR oraz
zaprojektowane primery pozwolily na otrzymanie amplikonu o dlugosci
545pz, ktory wpisywal sie w otwarta ramke odczytu trzeciego eksonu genu
PRNP. Zastosowana do detekcji polimorfizmow genu biatka prionowego owiec
metoda PCR-RFLP byla odpowiednia. Pozwolita ona na wykrycie
pojedynczych mutacji punktowych w poszczegolnych kodonach przy
zastosowaniu odpowiednich restryktaz:
e Kodon 127 - enzym restrykcyjny Haelll; triplety: GGC/GTC/AGC;
kodowane aminokwasy: glicyna (G), walina (V) i seryna (S)

e Kodon 141 - enzym restrykcyjny Mnll; triplety: CTT/TTT;
kodowane aminokwasy: leucyna (L) i fenyloalanina (F)

e Kodon 151 - enzym restrykcyjny Avall; triplety: TGT/CGT; kodowane
aminokwasy: cysteina (C) i arginina (R)

¢ Kodon 171 - enzym restrykcyjny Mbol; triplety: AAG/XXX kodowane
aminokwasy: lizyna (K) i inny aminokwas zapisany symbolem X, ktory
moze stanowiC zaréwno glutamina (Q), histydyna (H), jak i arginina (R)

e Kodon 189; enzym restrykcyjny Alul: triplety: CAA/CTA: kodowane

aminokwasy: glutamina (Q) i leucyna (L)
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6.1. Polimorfizm w kodonie 127

Produkt PCR o dtugosci 545pz po cieciu enzymem restrykcyjnym Haelll
w przypadku wystapienia homozygoty G127G dat prazki o dlugosci 454pz,
S54pz i 37pz, heterozygoty G127V lub G127S produkty o dlugosciach 454pz,
91pz, 54pz i 37pz, natomiast genotypu V127V, S127S lub V127S fragmenty
o dlugosciach 454pz i 9l1pz. Rycina 1 przedstawia wynik rozdziatu
fragmentow DNA po trawieniu enzymatycznym fragmentu genu PRNP
restryktaza Haelll. W celu odroznienia genotypu V127V od S127S lub G127V
od G127S, badz stwierdzenia wystapienia heterozygoty V127S

przeprowadzono drugie trawienie enzymem restrykcyjnym Avall.

Rycina 1. Rozdzial fragmentow DNA w 3% zelu agarozowym po trawieniu amplifikowanego
fragmentu genu PRNP zawierajacego kodon 127 restryktaza Haelll. M - marker diugosci
fragmentéw DNA pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23, ready-to-use (Fermentas), linie 1-5 -
genotyp G127G z widocznymi prazkami o dlugosci 454pz, S4pzi 37pz

Badania wlasne przeprowadzone na rasach owiec popularnych w Europie
oraz rasach 1 mieszkancach SciSle powiazanych 2z danym obszarem
geograficznym nie wykazaly polimorfizmu w kodonie 127. Cala poddana
badaniu populacja owiec pochodzacych z Polski, Stowacji oraz Wtoch miata
genotyp G127G. Nie zidentyfikowano genotypow V127V, S127S, S127V,
G127V i G127S. Frekwencja allela G wynosita 100% dla poszczegolnych ras,
mieszancow, grup badawczych, jak i dla calej populacji owiec.

Podobnie badania nad polimorfizmem genu PRNP w kodonie 127
przeprowadzili rowniez naukowcy na Stowacji (Matuskova i wsp., 2003) i we

Wloszech (Vaccari i wsp., 2007). W badaniach wlasnych jak i w badaniach
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zespolu MatusSkova i wsp. (2003) wykryto homozygote G127G. Owca
poddana genotypowaniu na Slowacji nalezala do rasy merynos. Byla ona
pierwszym potwierdzonym przypadkiem trzesawki w tym kraju. Owca ta
miala genotyp Gi27A136R154Q171/G127A136R154Q171 (Matuskova i wsp., 2003).
We Wloszech natomiast w odroznieniu od wynikoéw wlasnych wykryto
polimorfizm pojedynczego nukleotydu warunkujacy kodowanie waliny. Byl to
jeden osobnik dotkniety trzesawka zdiagnozowany w latach 2004-2007
o genotypie ARQ/ARQ (Vaccari i wsp., 2007).

W odréznieniu do wynikow badan wlasnych wieksze zr6znicowanie
w kodonie 127 wykryto w populacji owiec z Mongolii (Gombojav i wsp., 2003;
Gombojav i wsp., 2004), Chin (Lan i wsp., 2006; Guan i wsp., 2011) oraz
Iranu (Karami i wsp., 2011). W populacjach tych wykryto punktowa mutacje
w pierwszej pozycji tripletu 127 G—A warunkujaca kodowanie seryny (S)
i w drugiej pozycji G—T odpowiedzialng za wlaczanie waliny (V) w miejsce
glicyny.

Mongolska populacja owiec poddana badaniu liczyla 740 osobnikow
zroznicowanych rasowo (Gombojav i wsp., 2004). Badane stada byly male
i nalezaly do rodzimych ras owiec takich jak: sartuul, govi-altai, bayad,
darhad, sumber karakul, yeroo, orkhon czy khangai. Jedynie owce rasy
khalkh stanowily bardzo duze stado liczace 474 osobniki. We wszystkich
rasach wykryto homozygoty G127G. Ponadto, wykryty w badaniach
wlasnych genotyp G127G wystapil z najwyzsza czestoScia w kazdej
z badanych mongolskich ras owiec. Genotyp G127V wykryto u 19 osobnikow
rasy khalkh (frekwencja 4% badanej rasy), 1 osobnika rasy bayad
(frekwencja 3% badanej rasy) i 2 osobnikow karakul (frekwencja 6,3%
badanej rasy). Natomiast heterozygote G127S wykryto we wszystkich rasach
z wyjatkiem khangai z regionu Selenge. Najwyzsza czestoS¢ wystepowania
genotypu G127S odnotowano w rasie khalkh 15,4% (n=73) tej rasy,
a najnizsza w rasie orkhon stanowiaca 2,86% (n=1) tej rasy. Genotyp S127S
stwierdzono u 5 osobnikow z rasy khalkh i 1 rasy karakul. Wystapil on
z czestoscia odpowiednio dla danej rasy 1,15% i 3,1%. W zadnej z badanych
ras nie stwierdzono homozygoty V127V oraz heterozygoty S127V (Gombojav
1 wsp., 2004).
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W odréznieniu do wynikow wlasnych badania przeprowadzone na terenie
Chin na trzech stadach owiec zréznicowanych rasowo wykazaly réznice
w czestosci wystepowania allela G, S i V w kodonie 127 (Lan i wsp., 2006).
Wsrod zwierzat nalezacych do lokalnych ras: hazake, markit, bayanbulak,
hotan, xinjiang fine wool, qira, kuqa, altay FAT rumpel wypasanych
na terenie autonomicznego regionu Xinjiang wykryto allel G z czestoScia
93,24%, jak réwniez S 4,96%, oraz V 1,80% dla catej badanej populacji owiec
(Lan i wsp., 2006). Druga populacje pochodzaca z Chin stanowily owce
nalezace do lokalnych ras: small tailed han, hu, ujumgqin, charolal, suffolk,
dorsed, tibetan, mongol, boer. W przypadku tych owiec wykryto zaréwno allel
G jak i S, natomiast nie wykryto mutacji odpowiedzialnej za kodowanie
waliny (Zhang i wsp., 2004). Podobnie w rasie hu wypasanej na terenach
prowincji Jiangsu i miescie Shanghai w Chinach wykryto allel G i S.
Wystapily one w uktadzie homozygotycznym G127G z czestoscia 86,67% oraz
heterozygotycznym G127S z czestoscia i 13,33%. Nie wykryto natomiast
homozygot S127S (Guan i wsp., 2011).

Zarowno w badaniach wlasnych, jak i przeprowadzonych na 250
osobnikach nalezacych do arabskich ras pochodzacych z regionu Kihuzestan
w Iranie nie stwierdzono wystepowania allela S. Wybrane losowo do badan
owce byly jednak nosicielami mutacji punktowej warunkujaca kodowanie
waliny w kodonie 127 genu PRNP (Karami i wsp., 2011), ktorej nie
stwierdzono w badaniach wlasnych. SNP wykryto u 3 osobnikow w uktadzie
heterozygotycznym G127V. Owce te zostaly rowniez poddane genotypowaniu
pod wzgledem kodonu 136, 154 i 171. Osobniki te byly homozygotami
ARQ/ARQ (Karami i wsp., 2011).

Owca noszaca SNP warunkujacy wystapienie allela V we Wloszech
(Vaccari i wsp., 2007) jest jedynym dotychczas opisanym w literaturze
przypadkiem wystapienia haplotypu kodujacego aminokwas inny, niz glicyna
w pozycji 127 w populacji owiec pochodzacych z Europy, Ameryki czy Afryki.
Nalezy zwroci¢ uwage, ze polimorfizm w kodonie 127 nie zostal powiazany
z podatnoscia/opornoscia owiec na klasyczna lub atypowa posta¢ scrapie
i w zwiazku z powyzszym nie prowadzi sie w tym kierunku rutynowego

genotypowania. Natomiast mozna przypuszcza¢, ze SNP w kodonie 127

Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy — Agnieszka Magdalena Markowska



42

warunkujacy kodowanie seryny badz waliny wykryty w kilkunastu
rodzimych rasach owiec pochodzacych z Azji (Gombojav i wsp., 2003;
Gombojav i wsp., 2004; Lan i wsp., 2006; Guan i wsp., 2011; Karami i wsp.,
2011) moze by¢ unikalny tylko i wylacznie dla azjatyckich ras owiec i ich

mieszancow.

6.2. Polimorfizm w kodonie 141

Mutacja punktowa warunkujaca w kodonie 141 wlaczanie do tancucha
polipeptydowego leucyny (L) badz fenyloalaniny (F) mozliwa byla do wykrycia
przy uzyciu metody PCR-RFLP. Do identyfikacji tego SNP wykorzystano
enzym restrykcyjny Mnll. Na rycinie 2 przedstawiono wynik rozdziatu
elektroforetycznego fragmentéw DNA po trawieniu produktu PCR enzymem
Mnll. W przypadku wystapienia homozygoty L141L otrzymano produkty
o dtugosci 263pz, 95pz, 74pz, 47pz, 27pz, 15pz, 13pz i 11pz, homozygoty
F141F otrzymano produkty o dlugosci 263pz, 122pz, 74pz, 47pz, 15pz, 13pz
i 11pz, a heterozygoty L141F otrzymano produkty o dltugosci 263pz, 122pz,
95pz, 74pz, 47, 27pz, 15pz, 13pz i 11pz.

Rycina 2. Rozdzial fragmentéw DNA w 3% zelu agarozowym po trawieniu amplifikowanego
fragmentu genu PRNP zawierajacego kodon 141 restryktaza Mnll. M - marker dlugosci
fragmentéw DNA pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23, ready-to-use (Fermentas), M1
O"Gene Ruler™ 50pb DNA Ladder, ready-to-use (Fermentas) linia 1, 3-4 - genotyp F141F
z widocznymi prazkami 263pz, 122pz i 74pz, linie 2 i 6 - genotyp L141L z widocznymi
prazkami o dlugosci 263pz, 95pz i 74pz, linia 5 - genotyp L141F z widocznymi prazkami
o dtugosci 263pz, 122pz, 95pz i 74pz, ,0” — préba zerowa.
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W badaniach wtasnych genotyp L141L wykryto w populacji owiec
utrzymywanych na terenie Polski, Wloch oraz na Stowacji. Wystepowanie
allela L i F stwierdzono wylacznie w rasie cigaja nalezacej do slowackiej
grupy owiec. Frekwencja allelomorfa L w rasie cigaja wynosita 76,67% i byla
wyzsza od allelomorfa F - 23,3%. Czestos¢, z jaka wykryto allel L w populacji
owiec utrzymywanych na Stowacji wynosila 95,73%, natomiast allela F
4,27%. Frekwencja allelomorfa L byla wyzsza od allelomorfa F w calej
badanej populacji owiec. Wynosila odpowiednio 99,17% dla L i 0,83% dla F
w calej poddanej badaniu populacji owiec. W tabeli 1 zestawiono frekwencje

alleli.

Tabela 1. Frekwencje alleli genu PRNP ze wzgledu na polimorfizm w kodonie 141

Genotypy L F

n % n %
cigaja 23 | 76,67 | 7 | 23,33
populacja stlowacka 157 | 95,73 | 7 4,27
cala badana populacja | 841 | 99,17 | 7 0,83

W rasie cigaja zidentyfikowano homozygoty L141L i F141F oraz
heterozygote L141F . Czestos¢ genotypow wynosila odpowiednio: 73,33%,
20,00% i 6,67% dla tej rasy. Frekwencje genotypow w stadzie pochodzacym
ze Slowacji wynosily dla homozygot L141L 95,12% i F141F 3,66% oraz
dla heterozygoty L141F 1,22%. Frekwencja genotypu L141L byla najwyzsza
dla calej badanej populacji owiec i wynosita 99,06%. Natomiast frekwencja
homozygoty F141F oraz heterozygoty L141F w calej badanej populacji owiec
wyniosta odpowiednio 0,71% i 0,24%. Procentowy udzial genotypow dla rasy
cigdja, grupy owiec ze Slowacji oraz calej badanej populacji zostat

przedstawiony graficznie na wykresie 1.
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kodon 141 genu PRNP
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Wykres 1. Frekwencje genotypow genu PRNP w kodonie 141

Podobne analizy nad polimorfizmem genu biatka prionowego w kodonie
141 jak w badaniach wlasnych, przeprowadzil w Polsce rowniez Polak i wsp.
(2009). Zespot ten podjatl sie tych analiz ze wzgledu na wykrycie w roku 2009
w Polsce pierwszych potwierdzonych przypadkow wystapienia scrapie (Polak
i wsp., 2009). Polska do tego roku uznawana byla za kraj wolny
od trzesawki. Od momentu zdiagnozowania scrapie w postaci atypowej
podjeto badania w celu ustalenia genotypow osobnikéw dotknietych ta
jednostka chorobowa. Wykonano standardowo testy dla kodonow: 136, 154
i 171 oraz dla tripletu 141, ktorego polimorfizm powiazany jest
z wrazliwoscia na Nor98 (Polak i wsp., 2009). Podobnie jak w badaniach
wlasnych Polak i wsp. (2010) wykryli owce o genotypie L141L. Dwa osobniki
padie na scrapie (109 i 84 miesiace) niewykazujace klinicznych objawow
choroby byly homozygotami L141L o ukladach genotypow ALRQ/ALHQ
i ALRQ/ALRR (Polak i wsp., 2010). Owce te pochodzily z terenow
wojewodztwa wielkopolskiego. Pierwsza nalezala do stada liczacego 302
osobniki i byla mieszaicem merynosa polskiego i owcy romanowskiej. Druga
byla czystej rasy owca romanowska pochodzaca ze stada liczacego 1195

osobnikéw (Polak i wsp., 2010). Kolejne poddane badaniu dwa osobniki
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ze zdiagnozowana trzesawka pochodzily z wojewddztwa lubelskiego
i matopolskiego. Owca, ktora padta w 96 miesiacu byta heterozygota L141F
o genotypie AFRQ/ALRR, a owca poddana badaniu w 132 miesiacu
heterozygota AFRQ/ALRQ (Polak i wsp., 2009).

W badaniach wlasnych na owcach pochodzace ze Stowacji nalezacych
do rasy lacaune i do mieszancow zoSlachtena valaska x lacaune oraz lacaune
x cigadja wykryto homozygoty L141L. Taki sam wynik uzyskal zespoét
Matuskova i wsp. (2003), ktory sprawdzil pod kontem polimorfizmu
w kodonie 141 piecio letnia owce rasy merynos dotknieta scrapie i jej zdrowa
siostre pochodzaca ze Slowacji (Matuskova i wsp., 2003). Monomorficzna pod
wzgledem kodonu 141 okazala sie¢ rowniez mata, ale zréznicowana
genetycznie populacja owiec nalezacych do lokalnych ras pakistanskich:
buchi, kachi, kajli, lohi, sipli i thalli oraz krzyzowek hissardale i pak-
karakul, a takze rasy awassi importowanej w latach 70-tych z Lebanon
(Kipanyula i wsp., 2008). Rowniez owce uzytkowane w kierunku miesnym
nalezace do ras: red maasai i black head persian zamieszkujace tereny
Tanzanii byly homozygotami L141L (Kipanyula i wsp., 2008).

Polimorfizm w kodonie 141 wykryto tylko w rasie cigaja. Czestosc, z jaka
wystapil haplotyp F wyniosta 23,33% dla tej rasy, natomiast dla calej
populacji zwierzat objetych badaniami wlasnymi 0,83%. Ponadto w kodonie
141 mutacje warunkujaca kodowanie fenyloalaniny wykazal zespol DeSilvy
(DeSilva i wsp., 2003) u 23 osobnikéw ze stanu Oklahoma. Naukowcy ci
badaniu poddali 1144 osobniki pod kontem polimorfizmu biatka prionowego
w kodonach: 136, 137, 138, 141, 143, 154, 167, 171, 180, 195 oraz 196.
Pozostale zwierzeta posiadaly wylacznie genotyp determinujacy leucyne
(DeSilva i wsp., 2003).

W badaniach wlasnych czestos¢ allela L wyniosta 99,17% dla catej
populacji owiec. Podobng frekwencje haplotypu warunkujacego kodowanie
leucyny w kodonie 141 uzyskali naukowcy z autonomicznego regionu
Xinjiang (Lan i wsp., 2006). Przebadali oni 222 osobniki nalezace do 8
lokalnych ras owiec. Frekwencja allela determinujacego leucyne wynosita

99,55%, natomiast fenyloalanine 0,45%.
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We Wioszech od 2004 do 2007 roku na 187 przypadkow scrapie tylko
u 10 osobnikow wyryto polimorfizm w kodonie L141F (Vaccari i wsp, 2007),
natomiast w latach 2005 - 2009 zdiagnozowano 59 przypadkow Nor98
u owiec (Mazza i wsp., 2010). Badania wlasne przeprowadzone na wloskiej
rasie apennine oraz mieszancach apennine x merynos derivertia nie
wykazaly wystepowania allela F w kodonie 141, ktéorego obecnosc
stwierdzono w rasie: sarada, bergamasca, appeninica i massese (Pongolini
i wsp., 2009), oraz bergamesca (Mazza i wsp., 2010). Na terenie regionu
Emilia-Romagna oraz Lombardy pod katem mutacji warunkujacej kodowanie
fenyloalaniny w kodonie 141 przebadano 6240 owiec nalezacych do ras:
sarada, bergamasca, appeninica, massese i comisana (Pongolini i wsp.,
2009). Tylko w przypadku ostatniej rasy nie stwierdzono mutacji C—T
w pierwszej pozycji kodonu 141, a w rasie appeninica wykryto tylko 2
osobniki bedace heterozygotami ALRQ/AFRQ i ALRR/AFRQ. Frekwencja
allela A136F141R154Q171 W tej rasie wynosita 0,34%, natomiast w rasie sarada
2,53%, bergamesca 5,01% i najwyzsza massese 10,70%. Allel AFRQ wystapit
w ukladach heterozygotycznych: ALRQ/AFRQ, ALRR/AFRQ, ALHQ/AFRQ,
ALRH/AFRQ, VLRQ/AFRQ, a takze w wukladzie homozygotycznym
AFRQ/AFRQ (Pongolini i wsp., 2009). Kolejnymi badaniami we Wloszech
objeto zwierzeta nalezace do stada 264 owiec wolnych od trzesawki
noszacych genotypy nalezace do klas podatnych na scrapie wg. DEFRA
(2006) oraz pieciu ze zdiagnozowana trzesawka i jednego mieszanca. Tylko
u dwoch osobnikéw rasy bergamesca dotknietych scrapie wykryto genotyp
L141F. Zwierzeta te byly homozygotami ARQ/ARQ. Obydwie owce byly
w wieku 4 lat i 6 miesiecy. Jedna z prob wykazala nietypowy zwiazek miedzy
PrPSc, a jego dystrybucja i obecnoscia w mozgu, ktora wskazywalta
jednoczesnie na obecnosc¢ bialek prionowych klasycznej postaci trzesawki
oraz Nor98. Przypadek ten moze sugerowac¢ mozliwos¢ koegzystencji dwoch
form scrapie w jednym organizmie (Mazza i wsp., 2010).

W badaniach wlasnych tylko w przypadku rasy cigaja czestosSc¢, z jaka
wystapitl allel L wynosila 76,67%. Pozostale rasy owiec oraz mieszancow
poddanych genotypowaniu pod wzgledem kodonu 141 mialy 100%
frekwencje genotypu L141L. Badania prowadzone przez Acina i wsp. ( 2004)

Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy — Agnieszka Magdalena Markowska



47

na owcach ras hiszpanskich wykazaly polimorfizm genu biatka prionowego
w triplecie 141 odpowiedzialnym za kodowanie leucyny L (CTT) oraz
fenyloalaniny F (TTT). Owce nalezace do ras: cartera, roya bilbilitana,
ansotana, churra tensina i owce chore na scrapie byly homozygotami L141L.
Natomiast w rasach, w ktorych wykryto polimorfizm w kodonie 141 rozklad
frekwencji allela L wynosil odpowiednio dla kazdej rasy: 98,4% - aragonesa,
93,6% - ojinegra, 85% - maellana, 98,3% - aragonesa (RAS - rasa dotknieta
scrapie) oraz 87,5% - navarra (RNS - rasa dotknieta scrapie). Owce ras
aragonesa i navarra pochodzily z czterech stad, w ktorych zwierzeta byly
zainfekowane trzesawka. Frekwencje allela F wynosily odpowiednio dla
kazdej rasy: 1,6% - aragonesa, 6,4% - ojinegra, 15% - maellana, 1,2% -
aragonesa (RAS) oraz 12,5% - navarra (RNS). Mutacja warunkujaca
kodowanie aminokwasu fenyloalaniny w kodonie 141 wystapila w ukladzie
A136F141R154Q171 (Acin i wsp., 2004). Zespol pod kierownictwem Acina
przeprowadzit kolejne badania na 485 owcach i kozach zamieszkujacych
tereny Hiszpanii chorych na scrapie pochodzacych z 61 ognisk wystepowania
choroby. Polimorfizm L141F wyryto zarowno u osobnikéw z klasycznag forma
trzesawki, jak i forma Nor98 (Acin i wsp., 2013).

W zwiazku z tradycja spozywania baraniny w Turcji problem scrapie
w klasycznej postaci, jak i formie atypowej jest waznym aspektem
badawczym. Naukowo stwierdzono powiazanie polimorfizmu w kodonach
136, 151 i 171 z podatnoscia/opornoscia na obie formy trzesawki (Meydan
i wsp., 2013). W Turcji badaniu pod tym katem poddano 1110 owiec
nalezacych do 18 rodzimych ras owiec: awassi, akkaraman, kangal
akkaraman, morkaraman, giineykaraman, kivircik, norduz, karakas,, chios,
herik, hems, in, da"glic, karayaka, tushin, c,ine c,apari, gékc eada, karakul
i zom. Mutacje warunkujaca zamiane leucyny na fenyloalanine w triplecie
141 wykryto jedynie w rasie awassi. Allel Ai136F141R154Q171 wystapit
z czestoscia 0,005% w ukladzie heterozygotycznym AFRQ/ALRQ z frekwencja
0,010% dla tej rasy. W wyniku badan wykryto 9 alleli, w ktérych w kodonie
141 wystapila leucyna w uktadach: ALRR, ALRQ, ALRH, ALHQ, VLRQ, TLRR,
TLRQ, TLRH oraz ALRK. Wyzej wymienione allele wykryto w ukladzie 23
genotypow. Homozygota ALRQ/ALRQ wystapila we wszystkich badanych

Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy — Agnieszka Magdalena Markowska



48

rodzimych rasach owiec z Turcji. W przypadku czterech ras: gokc.eada,
karakul i zom genotyp ALRR/ALRQ wystepowal najczesciej. Homozygoty
ALHQ/ALHQ najbardziej podatne na atypowag postac trzesawki wystapily
jedynie w rasie kivircik z czestoscia 0,014% (Meydan i wsp., 2013).

W odréznieniu od badan wlasnych, w ktorych analizy przeprowadzono
na owcach pochodzacych ze stad wolnych od trzesawki, w Wielkiej Brytanii
przeprowadzono badania w celu okreslenia genotypéw owiec pochodzacych
z 30 stad, w ktorych stwierdzono przypadki naturalnego wystapienia scrapie.
Badaniu poddano 8600 zréznicowanych rasowo zwierzat i ponad 400
przypadkow wystapienia scrapie (Mclntyre i wsp., 2008). Genotypowanie
rowniez wykonatl zespot Goldmann i wsp. (2005) dla 6287 owiec nalezacych
do populacji wolnych od scrapie skladajacych sie z 21 stad oraz tych,
w ktorych wykryto osobniki dotkniete trzesawka (20 stad), a takze naukowcy
pod kierownictwem McIntyre na owcach chorych na scrapie z 5 stad
nalezacych do ras: brecknock hill chevoit, poll dorset, shetland, swaledale
i welsh mountains (Mclntyre i wsp., 2008). Najwiecej przypadkow trzesawki
odnotowano w rasie welsh mountain (n=131) (Mclntyre i wsp., 2008).
Mutacje warunkujaca podstawianie aminokwasu fenyloalaniny (F) w kodonie
141 wykryto w ukladzie Ai136F141R154Q171 u owiec rasy shetland z 8 stad,
dorsed i cheviot z 7 stad, welsh moutain z 4 stad, friesland z 3 stad oraz z 2
stad z ras: charlolais, roussin i mieszancow texel/lleyn (Goldmann i wsp.,
2005). Wykryto tylko jedna homozygote F141F w nalezaca do rasy szetland
w badaniach wykonanych przez zespol Mclntyre i wsp. (2008). W czterech
rasach: brecknock hill chevoit, poll dorset, szetland i welch mountain
wykryto heterozygoty L141F. Stado nalezace do rasy shetland w ktorym
wykryto wszystkie genotypy, bylo rowniez najbardziej zroznicowane pod
katem standardowo poddawanych genotypowaniu kodonow (Mclntyre i wsp.,
2008). Zespot pod kierownictwem Goldmanna przeprowadzil badania
na dotknietych trzesawka owcach rasy cheviot. Badane zwierzeta byly
zarowno homozygotami F141F, jak i L141L oraz heterozygotami L141F.
Zostaly one dozylnie zakazone czynnikiem patogennym. Do badania
wlaczono rowniez osobniki rasy cheviot, suffolk i pooll dorsed zaszczepione

domoézgowo. Na podstawie czasu inkubacji oraz drogi przedostania sie PrPSc
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nie wykazano powiazania polimorfizmu w kodonie L141F
z opornoscia/podatnoscia owiec na Nor98 (Goldmann i wsp., 2006).

Do Wielkiej Brytanii zaimportowano w latach 1998-2001 z Nowej Zelandii
(kraju wolnego od scrapie) i umieszczono w specjalnie przygotowanym
~Sheep Unit” 2003 owce nalezace do ras: poll dorset, cheviot i suffolk.
Importowane osobniki nie mialy allela ARH, co przy hodowli skutkowato
mozliwoscig uzyskania owiec o 10 genotypach z 15 mozliwych pod wzgledem
kodonow: 136, 154 i 171 (Simmons i wsp., 2009). Wsrod owiec wykryto 3
przypadki atypowej postaci trzesawki wsrod osobnikéw rasy chevoit.
Zwierzeta przebywaly na fermie w populacji wolnej od klasycznej postaci
scrapie ponad 6 lat. Dwa osobniki byly homozygotami AFRQ/AFRQ,
natomiast jeden heterozygota o genotypie AFRQ/ALRQ. Tylko jedna owca
miala objawy charakterystyczne dla formy Nor98. Zwierzeta padly w wieku
odpowiednio: 6 lat i 4 miesiecy, 7 lat i 9 miesiecy oraz 9 lat i 7 miesiecy.
Pozytywny wynik immunohistochemiczny otrzymano w trzech przypadkach
odpowiednio: w korze moézgowej, mozdzku i moézgu. Nie wykluczono
mozliwosci nabycia patogennej formy biatka prionowego ze Srodowiska
zewnetrznego, od zarazonych zwierzat, w wyniku eksperymentu badz
samoistnie (Simmons i wsp., 2009).

W odréznieniu od badan wlasnych, w ktérych genotypowaniu poddano
populacje owiec wolna od scrapie pochodzaca z trzech panstw europejskich:
Polski, Stowacji i Wloch, we Francji przeprowadzono doswiadczenia
na zwierzetach ze stada dotknietego trzesawka oraz wolnego od tej jednostki
chorobowej stanowiacego grupe kontrolna (Moreno i wsp., 2007), a takze
stada owiec dotknietego klasyczng (n=245) i atypowa (n=248) postacig
scrapie (Fediaevsky i wsp., 2010). Badania polegaly na poréwnaniu grup pod
katem polimorfizmu w kodonach: 136, 141, 154 i 171 genu PRNP. Zespot
naukowcéw pod kierownictwem Moreno poddal genotypowaniu owce
nalezace do 18 ras najbardziej popularnych na terenie Francji. Wykryto
nastepujace allele: ALRQ, VLRQ, ALRH, ALRR, AFRQ i ALHQ. Allel AFRQ
warunkowal najwyzsza podatnoS¢ owiec na atypowa postaé¢ scrapie,
na drugim miejscu pojawit sie¢ haplotyp ALHQ (Moreno i wsp., 2007).
Podobne wyniki uzyskat zespol Fediaevskyego, ktory powigzat trzy genotypy
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z wysokim ryzykiem wystapienia Nor98: ALHQ/ALHQ, AFRQ/ALHQ
i AFRQ/AFRQ (Fediaevsky i wsp., 2010). Allelomorf ALRQ natomiast miat od
8 do 14 razy wiekszy wplyw na opornos¢ na Nor98 (Moreno i wsp., 2007).
W przypadku alleli ALRR i VLRQ nie wykazano znaczacej roznicy miedzy
osobnikami dotknietymi atypowa postacia scrapie, a grupa od niej wolna
(Moreno i wsp., 2007). Owce nalezace do populacji dotknietych atypowa
trzesawka posiadaty genotypy: ALRR/ALRR, ALRR/ALHQ, ALRR/AFRQ,
ALRR/ALRQ, ALRR/ALRH, ALHQ/ALRQ, ALHQ/ALRH, ALHQ/VLRQ,
AFRQ/ALRQ, ALRQ/ALRQ, AFRQ/ALRH, ALRH/ALRH, AFRQ/VLRQ,
ALRQ/VLRQ ALHQ/ALHQ, AFRQ/ALHQ i AFRQ/AFRQ. Natomiast populacja
dotknieta klasyczna forma scrapie charakteryzowala sie odmiennym profilem
genetycznym: ALHQ/ALHQ AFRQ/AFRQ, ALRH/ALRH, ALRR/ALRQ,
ALRR/VLRQ, ALHQ/ALRQ, ALHQ/VLRQ, AFRQ/ALRQ, ALRQ/ALRH,
AFRQ/ALRH, AFRQ/VLRQ, ALRQ/VLRQ, ALRH/VLRQ. Wykazano,
ze homozygota VLRQ/VLRQ jest powiazana z wyzszym ryzykiem wystapienia
trzesawki niz owca o genotypie ALRQ/ALRQ (Fediaevsky i wsp., 2010).

Ze wzgledu na wykorzystanie w badaniach wlasnych owiec (n=424)
ze stad wolnych od trzesawki mozliwe bylo jedynie poréwnanie frekwencji
alleli i genotypow, w przeciwienstwie do badan przeprowadzonych
w  Norwegii, gdzie wykazano zwiazek allelomorfa Ai136F141R151Q171
z podatnoscia na atypowa postac scrapie (Moum i wsp., 2005) oraz
w Kanadzie, gdzie powiazano allele A1zsH154Q171 i A136R154R171 z podatnoscia
na ta forme scrapie (Mitchell i wsp., 2010). Zespoét Moum i wsp. (2005)
zasugerowal, ze Nor98 moze by¢ sporadycznie wystepujaca choroba,
nieprzenoszaca sie poprzez kontakt z osobnikami zainfekowanymi w stadzie.
Badania przeprowadzono na owcach dotknietych atypowa forma scrapie
(n=38) oraz osobnikach nalezacych do stad, w ktorych zdiagnozowano Nor98
(n=2396) i grupe kontrolna (n=200) wybranych losowo do badania zwierzat.
Mutacje warunkujaca kodowanie fenyloalaniny (F) wykryto we wszystkich
trzech stadach w uktadzie A136F141R151Q171. Frekwencja tego allelomorfa byta
najwyzsza w populacji zwierzat chorych na trzesawke i wynosita 32,9%.
Mutacja w kodonie 141 warunkujaca kodowanie F wystapita w ukladach:

AFRQ/AFRQ oraz AFRQ/ALHQ. Nie stwierdzono tych genotypéw w grupie
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kontrolnej. Heterozygoty AFRQ/ALRQ i AFRQ/ALRR wykryto w trzech
stadach. Genotyp AFRQ/VLRQ stwierdzono u owiec nalezacych do stad,
w ktorych zdiagnozowano Nor98 oraz w stadzie owiec wybranych
do kontrolnego badania. Heterozygote AFRQ/ALRH stwierdzono tylko
w przypadku osobnikow nalezacych do stada, w ktéorym zdiagnozowano
atypowa forme trzesawki (Moum i wsp., 2005). Zespol Mitchelliego i wsp.
(2010) badaniu poddat 3 chore owce pochodzace z trzech duzych stad.
Pierwszy przypadek odnotowano u osobnika w 6 roku zycia. Byl mieszancem
rasy dorset x suffolk o genotypie ALRQ/ALRR. Drugi przypadek stwierdzono
u owcy w wieku 5 lat i 8 miesiecy rasy rambouillet pochodzacej ze stada
zamknietego, do ktérego w ostatnich kilku latach wprowadzono wylacznie
tryki. Byla to heterozygota AFRQ/ALRR bez klinicznych objawow scrapie.
Dane dotyczace ostatniego przypadku Nor98 sa niepelne. Osobnik
o genotypie AFRQ/ALRQ nie przejawial klinicznych objawéw choroby. Owce
zostaly poddane testom ELISA, Western Blot i immunohistochemicznemu.
Wyniki byly pozytywne (Mitchell i wsp., 2010).

Polimorfizm w kodonie 141 powiazano z wrazliwosSciq owiec na Nor98.
Zarowno allel L, jak i F wykryty zostal w badaniach wlasnych w populac;ji
owiec wolnych od trzesawki oraz w stadach, w ktorych zdiagnozowano
osobniki chore (Acin i wsp., 2004; Goldmann i wsp., 2006; Moreno i wsp.,
2007; Simmons i wsp., 2009; Fediaevsky i wsp., 2010; Mazza i wsp., 2010;
Mitchell i wsp., 2010).

6.3. Polimorfizm w kodonie 151

Poddanie trawieniu restryktaza Avall amplikonu o dlugosci 545pz
pozwolilo na odroznienie SNP w kodonie 127 i 151. Na rycinie 3
przedstawiono schemat odczytu wynikoéw trawienia dla kodonu 127
enzymem restrykcyjnym Haelll, oraz dla tripletow 127 i 151 restryktaza
Avadll. Natomiast rozdzial elektroforetyczny fragmentow DNA po trawieniu

amplikonu restryktaza Avall przedstawiono na rycinie 4.
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127 ws} 91pz | 454p:z :
1276 37p=z 54pz 454pz :
127 8/6 545pz

1Y 52 e
13736 121p: | 424z

127 Y 52pz 69pz 424p:z

Rycina 3. Schemat dlugosci fragmentéw DNA po trawieniu amplikonu zawierajacego kodon

127 restrykaza Haelll oraz kodon 127 i 151 restryktaza Avadll.

W przypadku wystgpienia genotypow:

S127C151/S127C151, S127C151/G127C151 lub G127C151/G127C151
otrzymano produkt o dtugosci 545pz

V127C151/V127C151 otrzymano produkty o dlugosci 493pz i 52pz
S127C151/V127C151 1 G127C151/V127C151  otrzymano  produkty
o dtugosci 545pz, 493pz i 52pz

S127R151/S127R151, S127R151/G127R151 lub  Gi27R151/G127R151
otrzymano produkty o dtugosci 424pzi 121pz

Vi27R151/V127R151 otrzymano produkty o dlugosci 424pz, 69pz
i 52pz

S127R151/V127R151 i Gi127R151/Vi27R151 otrzymano  produkty
o dtugosci 424pz, 121pz, 69pz i 52pz
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Rycina 4. Rozdzial fragmentéw DNA w 3% zelu agarozowym po trawieniu amplifikowanego
fragmentu genu PRNP zawierajacego kodon 151 restryktaza Avall. M - marker diugosci
fragmentéw DNA pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23, ready-to-use (Fermentas), linia 1 -
genotyp C151C z widocznym prazkiem 545pz, linie 2-13 i 15 - genotyp R151R z widocznymi
prazkami o dlugosci 424pz i 121pz, linia 14 - genotyp C151R z widocznymi prazkami
o dtugosci 545pz, 424pz i 121pz.

W Dbadaniach wlasnych wykryto mutacje warunkujaca zamiane
aminokwasu argininy (R) na cysteine (C) C—T w pierwszej pozycji w kodonie
151. W calej badanej populacji owiec wykryto allelomorf C stanowiacy
8,73%, oraz R stanowigcy 91,27%.

W objetych badaniami owcach z Polski wykryto zaréwno allelomorf C, jak
i R. Frekwencja allela R byla wyzsza od C i wynosita odpowiednio 88,61%
i 11,39%. Rozklad frekwencji alleli w rasie ile de france wynosit dla: R 76%,
a dla C 24%. Zdecydowanie mniejszy udzial allela C wykazano w rasie
wrzosowka, w ktorej stanowil zaledwie 10%, w stosunku do 90% udzialu
allela R. Jedynie w rasie kamieniecka nie wykryto allelomorfa C. Rasa ta pod
katem polimorfizmu w kodonie 151 byla jedyna monomorficzna rasa
poddana genotypowaniu w polskim stadzie owiec.

W populacji owiec ze Slowacji zarowno frekwencja allelomorfa R
przewyzszala frekwencje allela C. Allelomorf R stanowit 95,73% poddanych
badaniu osobnikow, a allel C 4,27%. Ze wzgledu na wysoki procentowy
udzial genotypu R151R w populacji Slowackiej owiec frekwencja allelomorfa

R wyniosta dla rasy cigaja 96,67%, lacaune 95,95%, mieszancow cigaja x
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lacaune 97,06% oraz 92,31% dla mieszancow lacaune x zoSlachtena valaska.
Najwyzsza czestosS¢, z jaka wystapit allel C stwierdzono u mieszancow
lacaune x zoSlachtena valaSka na poziomie 7,69%. W rasie cigaja frekwencja
allela C wyniosta 3,33%, lacaune 4,05%, a dla mieszancow cigaja x lacaune
2,94%.

Zarowno w calej populacji owiec z Wloch, jak i badanej rasie apennine
i grupie mieszancow apennine x merynos derivertia frekwencja allela R byla
wyzsza niz frekwencja allela C. Czestosc, z jaka wystapil allel warunkujacy
kodowanie argininy w pozycji 151 ksztaltowal sie na poziomie: 97,54%
dla catego wloskiego stada owiec, 95,45% dla rasy apennine oraz 98%
dla mieszancow apennine x merynos derivertia. Frekwencja allelomorfa C
wynosita odpowiednio: 2,46% wszystkich owiec pochodzacych z Wtoch,
4,55% dla rasy apennine oraz 2% dla mieszancow apennine X merynos
derivertia.

Zestawienie frekwencji alleli dla poszczegolnych ras i mieszkancéw oraz
grup badawczych zwierzat, jak i dla calej populacji owiec poddanych badaniu

zestawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Frekwencje alleli genu PRNP ze wzgledu na polimorfizm w kodonie 151.

Genotypy R C
n % n %

kamieniecka 202 100,00 0 0,00
ile de france 152 76,00 48 24,00
wrzosowka 144 90,00 16 10,00
cigaja 29 96,67 1 3,33
lacaune 71 95,95 3 4.05
cigaja x lacaune 33 97,06 1 2,94
zoslachtena valaska x lacaune 24 92,31 2 7,69
appenenine 21 95,45 1 4,55
apennine x merynos derivertia 98 98,00 2 2,00
populacja polska 498 88,61 64 11,39
populacja slowacka 157 95,73 7 4,27
populacja wloska 119 97,54 3 2,46
cala badana populacja 774 91,27 74 8,73
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W calej badanej populacji owiec, jak i w poszczegdélnych grupach
badawczych 2z Polski, Stowacji i Wloch Wykazano osobniki zaréwno
o genotypie R151R, R151C jak i C151C. Przewazaly homozygoty R151R
(n=352), ktorych frekwencja wynosila 83,02% w calej objetej badaniami
grupie owiec. 70 osobnikoéw bylo heterozygotami R151C, co stanowilo
16,51%. Wykryto tylko 2 owce o genotypie C151C, ktérego frekwencja
w poddanej badaniu populacji zwierzat wynosita 0,47%. Procentowy udziat

genotypow przedstawiono graficznie na wykresie 2.

kodon 151 genu PRNP

S

£ 100.00

% BCC
2  80.00

g ORC
@ 60.00

:P B RR
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o
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Stowacja
Wilochy
Polska

cala badana
populacja

Wykres 2. Frekwencje genotypéw genu PRNP w kodonie 151 dla stad ze Slowacji, Wloch

i Polski oraz catej badanej populacji owiec.

W badanej grupie owiec z Polski wykazano wystepowanie homozygot
R151R i C151C oraz heterozygot R151C. Owce o genotypie R151R stanowity
wiekszos¢ osobnikow w tym stadzie. Frekwencja wynosila 77,58% (n=218).
Tylko 1 osobnik byl homozygotyczny C151C, co stanowilo 0,36% grupy
badawczej. 62 osobniki byly heterozygotami R151C, co stanowilo 22,06%
stada owiec z Polski. Najbardziej zroznicowana okazala sie rasa ile de france,
w ktorej wykryto trzy mozliwe genotypy. 53 osobniki o genotypie R151R
stanowigce 53% owiec tej rasy, 46 homozygot, ktorych udzial wynosit 46%
oraz jedna owce C151C. W rasie wrzosowka genotyp R151R stanowil 80%
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(n=64) osobnikow, a genotyp R151C 20% (n=16). W rasie wrzosowka, jak
i kamieniecka nie wykryto homozygot C151C. Ponadto rasa kamieniecka
okazala sie najbardziej monomorficzng pod wzgledem polimorfizmu
w kodonie 151 - wszystkie osobniki tej rasy posiadaly genotyp R151R.
Wykres 3 przedstawia czestoSC wystepowania genotypow dla wyzej
wymienionych ras utrzymywanych w Polce oraz calej populacji owiec
z Polski.

kodon 151 genu PRNP

100.00
80.00 mCC
60.00 WRC
40.00 ERR

20.00

frekwencja genotypow [%)]

0.00

cala polska
populacja

Wykres 3. Frekwencje genotypow genu PRNP w kodonie 151 w polskich stadach owiec.

Objasnienia: K - kmieniecka, IDF - ile de france, W - wrzosowka

Procentowy udzial homozygot dla calej badanej populacji owiec
ze Slowacji ksztaltowal sie na poziomie 92,68% dla R151R i 1,22%
dla C151C, natomiast heterozygot R151C 6,10%. Wszystkie trzy genotypy
wykryto tylko u rasy lacaune. Nie mniej jednak dla rasy lacaune udziat
homozygot R151R ksztaltowal sie¢ na bardzo wysokim poziomie 94,60%.
Pozostale dwa genotypy wykryto w przypadku dwoch owiec rasy lacaune,
co stanowitlo po 2,7% dla kazdego z nich. Homozygot C151C nie wykryto
W rasie cigaja oraz u mieszancow cigaja x lacaune i lacaune x zoslachtena
valaska. Czestos¢ genotypu RI151R dla rasy cigaja wynosila 93,33%,

dla mieszancow cigaja x lacaune 94,12% i 84,62% dla mieszancow lacaune x
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zoSlachtena valaSska. Wykazano obecnos¢ 2 heterozygot w grupie
mieszancow lacaune x zoSlachtena valaska oraz po jednym cigaja x lacaune
i cigaja. Wykres 4 przedstawia graficznie udzial poszczegélnych genotypow

W grupie owiec utrzymywanych na Stowacji.

kodon 151 genu PRNP
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Wykres 4. Frekwencja genotypéw genu PRNP w kodonie 151 w stowackich stadach owiec.
Objasnienia CxLC — mieszance cigaja x lacaune, LCXZV — mieszance zo§lachtena valaska x

lacaune

Najwyzsza frekwencja genotypu R151R charakteryzowaly sie owce
z regionu Molise we Wloszech. Wynosita ona 95,08%. Wykryto 58 osobnikow
noszacych ten genotyp: 48 owiec rasy apennine oraz 10 mieszancow
apennine x merynos derivertia, co stanowilo 96% w badanej rasie apennine
i 90,91% mieszancow apennine x merynos derivertia. Stosunkowo niski
w porownaniu do populacji owiec z Polski i Stowacji okazal sie udzial
heterozygot R151C w stadzie owiec z Wloch, ktorego frekwencja wyniosta
4,92%. Wykryto 2 osobniki R151C w rasie apennine oraz 1 w mieszanca
apennine x merynos derivertia, dajac kolejno frekwencje 4% dla rasy i 9,09%
dla mieszancow. Nie wykryto homozygot o genotypie C151C. Wykres 5

przedstawia czestos¢ genotypow w kodonie 151 we wloskich stadach owiec.
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kodon 151 genu PRNP
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Wykres 5. Frekwencje genotypoéw genu PRNP w kodonie 151 we wloskiej populacji owiec.

Objasnienia: AXAD - mieszance apennine x merynos derivertia, A - apennine

W badaniach wlasnych wykryto mutacje powodujaca zmiane pierwszego
nukleotydu w kodonie 151 C—T warunkujaca zamiane aminokwasu argininy
na cysteine we wszystkich trzech stadach pochodzacych z Polski, Stowacji
i Wioch. Allel C wystapitl zaro6wno w uktadzie heterozygotycznym R151C jak
i homozygotycznym C151C. Zwierzeta pochodzily ze stad wolnych
od trzesawki. Polimorfizm w kodonie 151 wykazano rowniez w stadach owiec
pochodzacych z Norwegii (Tranulis i wsp., 1999), Islandii (Thorgeirsdottir
i wsp.1999) oraz Wielkiej Brytanii (Goldmann i wsp., 2005). Na Slowacji
natomiast zespol Matuskova i wsp. (2003) badaniu poddal dwie owce
nalezace do rasy merynos. Byly one homozygotami R151R w kodonie 151.
Ze wzgledu na zdiagnozowanie trzesawki u jednej z owiec badanych,
naukowcy wykonali rowniez genotypowanie pod katem polimorfizmu w genie
PRNP w kodonach: 112, 127, 136, 137, 138, 141, 151, 154, 171, 176
(Matuskova i wsp., 2003). Na podstawie badan przeprowadzonych na owcach
pochodzacych 2z Islandii zasugerowano, 2Ze mutacja warunkujaca
podstawianie cysteiny w kodonie 151 genu PRNP moze mieC powiazanie
z wrazliwoscia owiec na scrapie (Thorgeirsdottir i wsp.1999). Allel
A136C151R154Q171 wykryto jedynie u owiec zdrowych nalezacych do stad,
w ktorych wykryto przypadki trzesawki. Zadna z owiec chorych nie miata
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mutacji warunkujacej kodowanie cysteiny w triplecie 151 (Thorgeirsdottir
i wsp.1999). Natomiast w populacji owiec rasy dorset utrzymywanej
w Wielkiej Brytanii poddanej badaniu pod katem polimorfizmu PRNP allel C
zostal wykryty zaréwno w stadzie owiec wolnych od trzesawki, jaki
i w grupie, w ktorej byly owce chore na scrapie. Allelomorf ten wystgpit
w ukladzie Ai136Ci51R154Q171 (Goldmann i wsp., 2005). Podobne wyniki
uzyskal zespot pod kierownictwem Tranulisa, ktéry badania przeprowadzit
na owcach z Norwegi obejmujacych dwie grupy: stado owiec chorych
na scrapie (n=32) oraz stado owiec zdrowych (n=240) (Tranulis i wsp., 1999).
Do pierwszej grupy nalezaly owce: rygja, steigar oraz po jednym osobniku
nalezacym do krzyzowek: dala, spel i pels. Druga grupa obejmowala
krzyzowki: dala, steigar i rygja oraz spel. Celem badan bylo wykrycie
polimorfizméw w kodonach: 136, 138, 141, 151, 154 oraz 171. Mutacje
powodujaca zmiane pierwszego nukleotydu w kodonie 151 C—T wykryto u 6
osobnikéw rasy dala, 1 owcy rasy steigar oraz 3 owiec rasy rygja.
Wymienione osobniki byly heterozygotami R151C (Tranulis i wsp., 1999).

W badaniach wlasnych wykryto mutacje warunkujaca kodowanie
cysteiny we wszystkich trzech grupach owiec pochodzacych z Polski, Wloch
i Slowacji. Zwierzeta pochodzily ze stad wolnych od trzesawki. Allel C
wystapit zarowno w  ukladzie  heterozygotycznym = R151C, jak
i heterozygotycznym C151C. W droznieniu od badan wlasnych, w ktorych
przy zastosowaniu metody PCR-RFLP z uzyciem enzymu Avall mozliwa byta
detekcja mutacji warunkujacej wlaczenie w miejscu argininy R (CGT),
aminokwasu cysteiny C (TGT) w kodonie 151, w Hiszpanii zespol Acina (Acin
i wsp., 2004) wykonat badania, w ktoérych mozliwa byla réwniez detekcja
glicyny G (GGT) oraz histydyny H (CAT) na hiszpanskich. 100% frekwencja
homozygot R151R dotyczyla ras: aragonesa, cartera, maellana, roya
bilbilitana, ansotana, churra tensina. Frekwencja allela R wynosita 98%
w rasie ojinegra (n=100) oraz 98,4% w rasie navarra. Allel G wykazano w
rasie navarra i stanowil on 1,6% badanej rasy, natomiast allel H stanowit 2%
dla rasy ojinegra. Mutacja w kodonie 151 warunkujaca kodowanie

aminokwasu glicyny wystapila w wukladzie A136G151R154Q171, a SNP
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powodujace kodowanie histydyny w ukladzie AizeHi51R154Q171 (Acin i wsp.,
2004).

W zwiazku z wykryciem allela R i C w badaniach wlasnych, jak
i w stadach owiec z Norwegii (Tranulis i wsp., 1999), Islandii (Thorgeirsdottir
i wsp.1999) i Wielkiej Brytanii (Goldmann i wsp., 2005), a takze allela Gi H
w hiszpanskich rasach owiec (Acin i wsp., 2004) oraz wysuniecie przez zespot
Thorgeirsdottir sugestii, iz polimorfizm w kodonie 151 moze by¢ powigazany
z wrazliwoscia owiec na scrapie (Thorgeirsdottir i wsp.1999) wazne wydaje

sie kontynuowanie badan pod tym kontem.

6.4. Polimorfizm w kodonie 171

Rycina 5 przedstawia rozdzial elektroforetyczny fragmentéw DNA
po trawieniu amplikonu enzymem Mbol. Produkt PCR o dlugosci 545pz
w przypadku wystapienia mutacji warunkujacej kodowanie lizyny w kodonie
171 owczego genu  PRNP  zostal strawiony do  fragmentow
o dhugosci 379pz i 166pz. Natomiast w przypadku wystapienia innych alleli
otrzymano dwa fragmenty o dlugosci 182pz, 197pz oraz fragment o dtugosci

166pz.

Rycina 5. Rozdzial fragmentéw DNA w 3% zelu agarozowym po trawieniu amplifikowanego
fragmentu genu PRNP zawierajacego kodon 171 restryktaza Mbol. M - marker dlugosci
fragmentéw DNA pUC19 DNA/ Mspl (Hpall) Marker, 23, ready-to-use (Fermentas), linie 1-5 -
genotyp X/X z widocznymi prazkami o dtugosci 196pz, 182pz i 166pz. Objasnienie: X — allel
niekodujacy w pozycji 171 genu PRNP lizyny
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Badania wlasne przeprowadzone na 424 owcach nalezacych do ras:
kamieniecka, wrzosowka, ile de france, cigaja, lacaune i apennine oraz
mieszance: zoSlachtena valaska x lacaune, lacaune x cigaja i apennine x
merynos derivertia nie wykazaly wystepowania allela K, warunkujacego
kodowanie lizyny przez kodon 171 w triplecie AAG genu bialka prionowego
owiec. Osobniki poddane badaniu byly nosicielami allela Q, H lub R, ktorych
identyfikacja przy uzyciu restryktazy Mbol jest niemozliwa. Symbol X
wskazuje na wystapienie allela niewlaczajacego w tancuch polipeptydowy
aminokwasu lizyny przez triplet 171.

W przeciwienstwie do badan wlasnych, w ktorych nie stwierdzono
obecnosci allela K, zespot Markowskiej (Markowska i wsp., 2010), Luhken
(Lihken i wsp., 2008) oraz Gombojava (Gombojav i wsp., 2003 wykryl po
jednym osobniku heterozygotycznym X/K. Pod katem polimorfizmu w genie
PRNP warunkujacego kodowanie lizyny sprawdzono owce z terenow Polski
(Markowska i wsp., 2010), krajow europejskich i Srodkowego wschodu
(Lihken i wsp., 2008) i Mongolii (Gombojav i wsp., 2003). Wysunac¢ mozna
stwierdzenie, iz mutacja C—A w pierwszej pozycji kodonu 171 wystepuje
rzadko. Zespol naukowcow z Mongolii nie przedstawil dowodow na wplyw
mutacji C—A w kodonie 171 na podatnos¢/opornos¢ owiec na scrapie
(Gombojav i wsp., 2003). Zaréwno owce w badaniach wlasnych, jak
i zespolu Markowskiej (2010), Luhken (2008) i Gombojava (2003) nalezaty
do zroznicowanych rasowo. Populacja 241 owiec z Polski nalezatla do ras:
merynos polski, czarnogltowka, polska owca gorska, ile de france, berrichon
du cher i suffolk. Wystepowanie allela K wykryto u jednego osobnika rasy
czarnogltowka. Jego frekwencja w tej rasie wyniosta 0,69%, natomiast w calej
badanej populacji 0,2%. Heterozygota X171K wystapila z czestoscia 0,4% dla
rasy i 1,33% dla calej populacji owiec poddanych badaniu (Markowska
i wsp., 2010). Proby krwi pobrane od 1672 owiec nalezaly do 56 ras
z pietnastu krajow europejskich i srodkowego wschodu (Lihken i wsp.,
2008). Poddano je genotypowaniu pod katem kodonow 136, 154 i 171.
Wykryto mutacje powodujaca kodowanie lizyny w triplecie 171 tylko
u jednego osobnika rasy bergamasca. Frekwencja haplotypu ARK wynosita
1,61% dla badanej populacji owiec, natomiast genotypu ARQ/ARK 3.23%
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(Ldhken i wsp., 2008). Lizyne w pozycji 171 genu PRNP wykryto réwniez
u jednego osobnika rasy khalki (Gombojav i wsp., 2003). Rasa ta w 2003
roku stanowila ponad 90% populacji owiec w Mongolii. Badaniom zostaly
poddane réwniez mieszance: yeroo, orkhou i khangai, ktore nie posiadaty
mutacji warunkujacej kodowanie lizyny. Osobnik rasy khalki posiadat
genotyp M112A136R154K171/M112A136R154K171 (Gombojav i wsp., 2003).

W badaniach wlasnych, w ktorych pod katem mutacji warunkujacej
kodowanie lizyny w kodonie 171 sprawdzono rowniez owce z Wloch nalezace
do rasy appeninica i mieszancow apennine x merynos derivertia nie wykryto
allela K. Inne badania przeprowadzone na wloskich rasach owiec
w celu wykrycia mutacji odpowiedzialnej za wystepowanie lizyny przez zespot
Pongoliniego (Pongolini i wsp., 2009) i zespo6t Acutisa (Acutis i wsp., 2004;
2006) wykazaly wystepowanie allela K. Poddane badaniu 6240 owiec
z regionu Emilia-Romagna oraz Lombardy nalezaty do 5 réznych ras: sarada,
bergamasca, appeninica, comisana i massese (Pongolini i wsp., 2009).
Obecnos¢ haplotypu K wykryl zespol Pongoliniego w ukladzie ARK w rasie
appeninica i rasie bergamesca (Pongolini i wsp., 2009). Frekwencja allela
ARK dla rasy appeninica wyniosta 0,34%. Allel ten wystapil w ukladach
heterozygotycznych ARQ/ARK i ARR/ARK. Natomiast dla rasy bergamesca
czestosc, z jaka wystapit allel ARK wyniosta 3,67%. W rasie tej wystepowaty
zarowno heterozygoty jak i homozygoty. Frekwencja genotypow dla rasy
bergamesca rozkladata sie nastepujaco: ARQ/ARK - 5,66%, ARR/ARK -
0,59%, AHQ/ARK - 0,11%, ARH/ARK - 0,04%, VRQ/ARK - 0,19%, ARK/ARQ
- 0,29% oraz ARK/ARK - 0,22% (Pongolini i wsp., 2009). Najwyzsza jak dotad
frekwencje allela ARK zanotowano we Wloszech w populacji liczacej 1207,
do ktorej nalezaly owce rasy biellese i jej mieszance. W populacji tej byly 34
osobniki dotkniete trzesawka, ktore rowniez zostaly poddane genotypowaniu
(Acutis i wsp., 2004). Allel ARK wystapil w ukladzie homozygotycznym u 2
owiec, z czestoscia 0,2% oraz heterozygotycznym: AHQ/ARK z czestoscia
0,3%, ARH/ARK z czestoscia 0,3%, ARQ/ARK z czestoscia 3,8%, ARR/ARK
z czestoscia 0,1% oraz ARK/VRQ 2z czestoscia 0,2% dla calej badanej
populacji owiec. Mutacji warunkujacej kodowanie lizyny w triplecie 171 nie

wykryto u osobnikéw chorych na scrapie (Acutis i wsp., 2004). Zespot pod
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kierownictwem = Acutisa w 2006 roku opublikowal przypadek
heterozygotycznej ARK/ARH owcy dotknietej trzesawka. (Acutis i wsp.,
2006). W odniesieniu do badan wlasnych wloskie populacje owiec poddane
badaniu przez zespot Acutisa i wsp. (2004) i Pongoliniego i wsp. (2009) bytly
bardzo liczne. Niewykrycie mutacji warunkujacej kodowanie lizyny dla rasy
appeninica i mieszancow apennine X merynos derivertia zwigzane moze byc¢
nie tylko z rzadkoscig wystepowania allela K, ale rowniez z stosunkowo mala
liczebnoscia wlasnej grupy badawcze;j.

w przeciwienstwie do badan wlasnych przeprowadzonych
na zroznicowanej genetycznie populacji owiec wolnej od scrapie, pochodzacej
z trzech panstw europejskich, w ktorych nie wykazano mutacji warunkujacej
kodowanie lizyny, w analizach na owcach z Grecji (Billinis, i wsp., 2004;
Ekateriniadou i wsp., 2007), Hiszpanii (Acin i wsp., 2004), Turcji (Meydan
i wsp., 2013) ze Stanow Zjednoczonych (DeSilva i wsp., 2003; Guo i wsp.,
2003) czy z Chin (Zhang i wsp., 2004; Lan i wsp., 2006; Guan i wsp., 2011),
wykryto wiecej niz jednego osobnika noszacego mutacje C—A w pierwszej
pozycji w kodonie 171.

W Grecji badania nad polimorfizmem genu biatka prionowego w kodonie
171 przeprowadzono na 216 owcach nalezacych do mieszancow
pochodzacych z 16 stad, w ktorych stwierdzono przypadki trzesawki oraz
210 owcach ras mlecznych: chios i karaaouniko wolnych od scrapie (Billinis,
i wsp., 2004) oraz populacji owiec liczacej 685 osobnikow (Ekateriniadou
i wsp., 2007). Zesp6t Billinisa (Billinis, i wsp., 2004) badaniu poddat grupe
96 owiec z Kklinicznymi objawami choroby, oraz stado 25 owiec
z subklinicznymi objawami oraz 95 osobnikow zdrowych. Tylko w populacji
owiec, u ktorych nie wystapita trzesawka wykryto polimorfizm warunkujacy
kodowanie lizyny w kodonie 171. Heterozygotami o genotypie ARQ/ARK byto
7 owiec wolnych od scrapie (Billinis, i wsp., 2004). Naukowcy pod
kierownictwem Ekateriniadou pobrali probki mozgu od 337 osobnikow
chorych na scrapie, natomiast od 348 zdrowych osobnikow z udzialem
genoéw rasy chios pobrali material biologiczny, jakim jest krew obwodowa.
Stado owiec zakazonych trzesawka stanowily dwie grupy: 158 mieszancow

chios oraz 179 owiec o niepotwierdzonym pochodzeniu. W calej populacji
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badanych zwierzat allel zmutowany w kierunku kodowania lizyny w triplecie
171 wystapil w ukladzie ARK. Allel K wykryto w przypadku 3 osobnikow.
Wystapil on z czestoscia 0,30% dla owiec nalezacych do grupy zdrowych
zwierzat oraz 0,28% grupy niepotwierdzonego pochodzenia dotknietego
scrapie. Nie stwierdzono jego wystepowania u mieszancow chios chorych
na trzesawke. Frekwencja genotypu Q171K rozkladala sie nastepujaco:
0,57% dla grupy zwierzat zdrowych rasy chios oraz 0,56% dla owiec
o nieudokumentowanym pochodzeniu (Ekateriniadou i wsp., 2007). Podobne
wyniki otrzymat zespol Acina (Acin i wsp., 2004). Frekwencja haplotypu ARK
w badanej populacji owiec hiszpanskich wyniosta 0,3%. Badaniu poddano
trzy grupy owiec: grupa pierwsza skladajaca sie z 502 osobnikow nalezacych
do czterech stad zainfekowanych scrapie: RNS rasa navarra oraz trzy stada
rasa aragonesa opisane jako: RAS1, RSA2 i RSA3. Polimorfizm w kodonie
171 genu PRNP warunkujacy kodowanie lizyny wykryto u 1 osobnika
ze stada RSA3 w ukladzie heterozygotycznym ARQ/ARK. Grupa druga
sktadata sie 38 osobnikow chorych na trzesawke, w ktorej nie wykryto
mutacji odpowiedzialnej za kodowanie lizyny w pozycji 171. Grupa trzecia
obejmowala 905 owiec nalezacych do 16 stad wolnych od scrapie z ras: rasa
aragonesa (n=296), ojinegra (n=182), cartera (n=136), maellana (n=115), roya
bilbilitana (n=96), churra tensina (n=32) oraz ansotana (n=48). Tylko w rasie
ojinegra stwierdzono 4 heterozygoty ARQ/ARK stanowiace 0,4% badanej
grupy zwierzat (Acin i wsp., 2004).

Po raz pierwszy mutacje w kodonie 171 genu biatka prionowego
warunkujaca kodowanie aminokwasu lizyny w miejsce glutaminy
(CAG/AAG) opisal zespot naukowcow DeSilvy w Stanach Zjednoczonych
(DeSilva i wsp., 2003). W porownaniu do badan przeprowadzonych
na owcach pochodzacych z krajow europejskich, w ktorych badz nie
stwierdzono mutacji warunkujacej kodowanie lizyny w kodonie 171
w badaniach wlasnych, badz mutacja ta wystepowala w ukladzie Q171K
(Acin i wsp., 2004; Billinis, i wsp., 2004; Ekateriniadou i wsp., 2007;
Meydan i wsp., 2013), amerykanscy badacze pod kierownictwem DeSilva
wykazali allel K w uktadzie heterozygotycznym R171K (DeSilva i wsp., 2003).

Badaniu poddano 1144 owce pochodzace z 21 ras oraz ich mieszancow.
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Do ras miesnych i ich mieszancow zaliczono: oxford, suffolk, dorset,
montadale i hampshire. Rasy uzytkowane w kierunku welnistym i ich
mieszance stanowily: romney, merynosy, rambonillet. Analizom poddano
rowniez rasy: st. croix, dorper, katahdin i barbados. Frekwencja allela K
w calej badanej populacji owiec stanowita 0,35%. Wykryto ja u 3 osobnikow
nalezacych do grupy uzytkowanej w kierunku miesnym z czestoscia 0,88%
dla tej grupy i u 5 w kierunku kozuchowym z czestoscia 3,25% dla tej grupy.
Allel K wystapit w ukladzie heterozygotycznym Q171K u 7 osobnikéw, co
stanowitlo 0,61% calej badanej populacji, oraz w ukladzie R171K
w przypadku jednego osobnika, co stanowilo 0,09% calej badanej populacji.
Owce z mutacja C—»A w kodonie 171 byly heterozygotami o genotypie
ARK/ARQ oraz ARK/ARR (DeSilva i wsp., 2003).

Zespot Guo poddat badaniu liczaca okolo 1000 osobnikéw populacje
owiec. Obecnos¢ mutacji warunkujacej kodowanie lizyny w kodonie 171
wykryto u 8 osobnikéw: 1 rasy dorper, 2 barbados blackbelly, 2 barbados,
st. croix i1 3 mieszancow rasy suffolk. Wszystkie zwierzeta byly
heterozygotami (Guo i wsp., 2003). Mimo, iz mutacja warunkujaca
przylaczenie lizyny w lancuchu polipeptydowym wystepuje niezwykle rzadko
i w przeciwienstwie do badan wltasnych, w ktorych jej nie wykryto, obecnosc¢
jej stwierdzono w rasach lokalnych owiec pochodzacych z terenow Chin.
Wykazano wystepowanie allela K w rasach: small tailed han, hu, ujumqin
(Zhang i wsp., 2004), hazake, markit, bayanbulak, hotan, xinjiang, qira
black, kuqa i altay (Lan i wsp., 2006) oraz hu (Guan i wsp., 2011). Owce
pochodzace z autonomicznego regionu Xinjiang nalezaly do 8 lokalnych ras
Obecnos¢ mutacji odpowiedzialnej za kodowanie lizyny wykryto tylko u 2
osobnikow rasy bayanbulak w ukladzie ARK. Frekwencja allela wynosila
0,90% catej badanej populacji (Lan i wsp., 2006). Owce rasy hu pochodzity
z prowincji Jiangsu i miasta Shanghai w Chinach. Frekwencja allela K
wyniosta 6,11% dla calego badanego stada i wystapila w ukladzie ARK
z czestoscia 5,83% i TRK - 0,28%. Wykryto zarowno heterozygoty, jak
i homozygoty. Frekwencja genotypow byla nastepujaca: ARQ/ARK - 7,78%,
ARK/ARK - 1,11%, ARH/ARK - 0,58%, ARQ/TRK - 0,56%, ARR/ARK -
0,56% dla calej rasy hu (Guan i wsp., 2011). W badaniach
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przeprowadzonych na owcach pochodzacych z Turcji allel K wykryto rowniez
w ukladzie ARK (Meydan i wsp., 2013). Mutacja warunkujaca kodowanie
lizyny w kodonie 171 zostala wykryta w 9 z 18 poddanych badaniom pod
katem polimorfizmu genu PRNP rodzimych ras owiec w Turcji. Lizyna
wystapila w ukladzie AizsL141R154K171. Frekwencja allelomorfa stanowita:
0,011% dla rasy awassi, 0,010% dla morkaraman, 0,011% dla herik, 0,009%
dla hems,in, 0,026%, dla da“glic, 0,067% dla tushin, 0,012% dla c,ine
c.apari, 0,010% dla karakul i 0,040% dla zom. Wszystkie owce noszace
haplotyp Ai1zsL141R154K171 byly heterozygotami (Meydan i wsp., 2013):

e Aizsli141R154R171/A136L141R154K 171,

e AizeL141R154H171/A136L141R154K 171,

o Ai36L141R154Q171/ A136L141R154K171.

Badania pod katem polimorfizmy genu PRNP na rasie kamieniecka
pochodzacej z wojewodztwa warminsko-mazurskiego przeprowadzil zespoét
Szkudlarek-Kowalczyk (Szkudlarek-Kowalczyk i wsp., 2010). Metoda PCR-
RFLP przy uzyciu enzymow restrykcyjnych: BspHI, BspDI i Bsell nie
pozwolitla na detekcje mutacji warunkujacej kodowanie lizyny w kodonie 171
(Szkudlarek-Kowalczyk i wsp., 2010). W badaniach wlasnych uzyty zostatl
enzym Mnll, ktory pozwala na wykrycie mutacji C—A w pierwszej pozycji
kodonu 171. Nie mniej jednak, w rasie kamieniecka nie zostal wykryty
polimorfizm warunkujacy kodowanie lizyny. Rutynowe badania nad
polimorfizmem genu PRNP w kodonie 171 przeprowadzili rowniez naukowcy
w Stanach Zjednoczonych na 11748 owcach ras: border leicester, cheviot,
clun forest, columbia, corriedale, dorset, finnsheep, hairsheep, hampshire,
jacob, karakul, lincoln, merino, montadale, navajo churro, oxford, polypay,
rambouillet, romney, romanov, scottish blackface, shropshire, southdown,
suffolk, targhee, texel oraz mieszancow (APHIS, 2003). Ze wzgledu na fakt, iz
allel noszacy mutacje warunkujaca kodowanie aminokwasu lizyny jest
bardzo rzadki i nie zostal powigzany z podatnoscia/opornoscia na scrapie
badane osobniki nie zostaly przebadane pod tym katem przez Animal and
Plant Health Inspection Service (2003).

Populacja owiec wolna od trzesawki uzyta w badaniach wlasnych nie

wykazala wystepowania mutacji odpowiedzialnej ze kodowanie lizyny
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w kodonie 171. SNP w tej pozycji wystepuje niezwykle rzadko, w zwiazku
z czym nie zostal on powiazany z wrazliwoscia owiec na scrapie. Doniesienia
odnosnie wykrycia allela K u owiec pochodza z krajow na calym sSwiecie.
Polimorfizm w kodonie 171 zostal wykryty zaréwno wsrod osobnikow

zdrowych jak i chorych na scrapie.

6.5. Polimorfizm w kodonie 189

Rycina 6 przedstawia rozdzial elektroforetyczny fragmentéw DNA
po trawieniu amplifikonu enzymem Alul. Produkt PCR o dlugosci 545pz
w przypadku wystapienia homozygoty Q189Q zostal pociety na fragmenty
o dlugosci 510pz, 26pz i 9pz, homozygoty L189L na fragmenty o dlugosci
307pz, 203pz, 26pz i 9pz, natomiast heterozygoty Q189L na fragmenty
o dhugosci 510pz, 307pz, 203pz, 26pz i Ipz.

Rycina 6. Rozdzial fragmentow DNA w 3% zelu agarozowym po trawieniu amplifikowanego
fragmentu genu PRNP zawierajacego kodon 189 restryktaza Alul. M - marker dlugosci
fragmentéw DNA pBR322 DNA/Alul Marker, 20, ready-to-use (Fermentas), linie 1-5 -
genotyp Q189Q z widocznym prazkiem o dhugosci 510pz.

W kodonie 189 podstawowym aminokwasem kodowanym poprzez tréjke
nukleotydowa CAA jest glutamina (Q). Mutacja w tym kodonie w pozycji
drugiej A—T warunkuje przytaczenie leucyny (L) CTA. Badana wlasne
na populacji owiec pochodzacych z Polski, Stowacji i Wloch wykazaly brak
polimorfizmu pod wzgledem kodonu 189. Wszystkie osobniki byly
homozygotami o genotypie Q189Q. Zadna z badanych owiec nie nosita
mutacji odpowiedzialnej za kodowanie leucyny (L) w kodonie 189, co jest
jednoznaczne z otrzymaniem 0% frekwencji genotypu Q189L i L189L.

Frekwencja allelomorfa (Q) wyniosta 100%.
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W przeciwienstwie do wynikéw badan wlasnych, w ktorych nie wykryto
mutacji warunkujacej podstawianie leucyny w kodonie 189, jej obecnosc
wykryl zespot Lana i wsp. (2006). Badania nad polimorfizmem genu biatka
prionowego w kodonie 189 przeprowadzone zostaly na 222 owcach
nalezacych do lokalnych ras z autonomicznego regionu Xinjiang w Chinach.
Frekwencja allelomorfa Q wynosita 86,94%, natomiast allela L 13,06% (Lan
i wsp., 2006). Wystepowanie allela L wykryto rowniez w populacji owiec
z Pakistanu (Babar i wsp, 2009) oraz z Mongolii (Gombojav i wsp., 2003;
Gombojav i wsp., 2004). Pakistanska grupa owiec poddana badaniu skladata
sie z 49 osobnikow nalezacych do ras: buchi, kachi, kajli, lohi, sipli, thalli,
hissardale, pak-karakul oraz awassi. Dodatkowo owce te byly badane pod
katem polimorfizmu w kodonach: 101, 112, 146 i 231 (Babar i wsp, 2009).
Natomiast w mongolskiej populacji owiec wykryto tylko jednego osobnika
homozygotycznego L189L w rasie khalkh, co stanowilo 0,2% tej rasy.
Heterozygote Q189L wykryto w rasie: khalkh, sartull, govi-altai, bayad,
darhad, karakul, orkhon, sartuul, govi-altai i bayad. Rasa khalkh oraz govi-
altai okazata sie najbardziej zroznicowana genetycznie w obrebie kodonu
189. W tych dwoch rasach wykryto rowniez mutacje odpowiedzialna
za kodowanie argininy (R) odpowiednio u dwoch i jednej owcy wyzej
wymienionych ras (Gombojav i wsp., 2003; Gombojav i wsp., 2004).

Polimorfizm w  kodonie 189 nie jest naukowo powiazany
z podatnoscia/opornoscia owiec na scrapie w postaci klasycznej czy
atypowej. Dlatego tez w rutynowo przeprowadzanych genotypowaniach pod
katem genu biatka prionowego owiec nie bierze sie tego tripletow pod uwage.

W badaniach wlasnych wykazano wylacznie allelomorf Q. Dotychczas
przeprowadzone badania wykazuja wystepowanie SNP A—T w drugiej pozycji
warunkujacy przylaczanie leucyny (L) lub A—G odpowiedzialny za wlaczanie
argininy (R) w triplecie 189 wylacznie u azjatyckich ras owiec (Gombojav
i wsp., 2003; Gombojav i wsp., 2004; Lan i wsp., 2006; Babar i wsp, 2009).
Wykrycie mutacji warunkujacej kodowanie argininy w kodonie 189 w rasie
khalkh oraz govi-altai moze s$wiadczy¢ o specyficznym rasowo jej

wystepowaniu (Gombojav i wsp., 2003; Gombojav i wsp., 2004).
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6.6. Frekwencja genotypow

Badania wlasne nad polimorfizmem genu biatka prionowego owiec
w tripletach; 127, 141, 151, 141 i wykazaly, ze w calej badanej populacji
owiec wykryto 3 allele Gi27L141R151X171Q189, G127L141C151X171Q180 oraz
G127F141R151X171Q189, ktore wystapily z czestoscia 90,45%, 8,61% i 0,94%.
Haplotypy te utworzyly pie¢ genotypow: trzy uklady homozygotyczne
GLRXQ/GLRXQ (n=348), GFRXQ/GFRXQ (n=3) i GLCXQ/GLCXQ (n=2) oraz
dwa heterozygotyczne GLRXQ/GLCXQ (n=69), GLRXQ/GFRXQ (n=2).
Frekwencja wyzej wymienionych genotypow dla calej badanej populacji owiec
wynosila odpowiednio: 82,08%, 0,71%, 0,47%, 16,27% i 0,47%. W trzech
grupach badawczych oraz poszczegdlnych rasach i mieszancach zarowno
homozygota GLRXQ/GLRXQ, jak i haplotyp GLRXQ wystepowaly
z najwyzszg czestoscia. W tabeli 3 zestawiono frekwencje poszczegdlnych
genotypow, a w tabeli 4 frekwencje alleli w populacji owiec ze Stowacji,

Wiloch, Polski oraz catej populacji badanych zwierzat.

Tabela 3. Frekwencje genotypéw genu biatka prionowego ze wzgledu na polimorfizm
w kodonie 127, 141, 151, 171 i 189 w grupie owiec ze Slowacji, Wloch i Polski oraz calej

badanej populacji owiec.

Genotypy Slowacja Wilochy Polska cala badana populacja
n % n % n % n %
GLRXQ/GLRXQ | 72 | 87,80 58 95,08 (218 | 77,58 348 82,08
GFRXQ/GFRXQ | 3 3,66 0 0,00 0 0,00 3 0,71
GLCXQ/GLCXQ 1 1,22 0 0,00 1 0,36 2 0,47
GLRXQ/GFRXQ | 2 2,44 0 0,00 0 0,00 2 0,47
GLRXQ/GLCXQ | 4 4,88 3 4,92 62 | 22,06 69 16,27

Tabela 4. Frekwencje alleli genu biatka prionowego ze wzgledu na polimorfizm w kodonie
127, 141, 151, 171 i 189 w grupie owiec ze Slowacji, Wloch i Polski oraz calej badanej

populacji owiec.

Allele Sltowacja Wlochy Polska cala badana populacja
n % n % n % n %
GLRXQ 150 | 91,46 119 97,54 498 | 88,61 767 90,45
GFRXQ 8 4,88 0 0,00 0 0,00 8 0,94
GLCXQ 6 3,66 3 2,46 64 11,39 73 8,61
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W grupie owiec utrzymywanych w Polsce wykryto dwa allele GLRXQ
i GLCXQ, ktore wystapily z czestoscia dla catej populacji 88,61% i 11,39%,
natomiast dla rasy ile de france odpowiednio 76% i 24% oraz dla wrzosowki
90% i 10%. Nie wykryto allelomorfa GFRXQ. Owce kamienieckie okazaly sie
jedyna monomorficzna rasa w calej badanej populacji owiec z trzech krajow.
Frekwencja haplotypu GLRXQ oraz genotypu GLRXQ/GLRXQ byla dla tej
rasy 100%. W calej badanej grupie owiec z Polski nie wykryto homozygoty
GFRXQ/GFRXQ oraz heterozygoty GLRXQ/GFRXQ. Jeden osobnik rasy ile
de france byt homozygota GLCXQ/GLCXQ. Frekwencja tego genotypu
wyniosta 1% dla tej rasy, natomiast w calej populacji z Polski wynosita
0,36%. Heterozygoty GLRXQ/GLCXQ wykryto zarowno w rasie ile de france,
jak i wrzosowka. Czestosé, z jaka wystapil ten genotyp wynosita odpowiednio
46% i 20% dla wymienionych ras, a dla catej grupy owiec z Polski 22,06%.
Frekwencja genotypu GLRXQ/GLRXQ wynosila, odpowiednio: 53% dla rasy
ile de france, 80% dla rasy wrzosowka i 77,58% dla calego stada. W tabeli 5
zestawiono procentowy udzial poszczegolnych genotypow dla rasy
kamieniecka, ile de france i wrzoséwka oraz calej populacji owiec z Polski.

Tabela 6 przedstawia frekwencje alleli.

Tabela 5. Frekwencje genotypow genu PRNP ze wzgledu na polimorfizm w kodonie 127, 141,
151, 1711 189 w polskich stadach owiec. Objasnienie: IDF — ile de france.

Genotypy kamieniecka IDF wrzosowka [cala badana populacja
n % n % n % n %
GLRXQ/GLRXQ| 101 | 100,00 | 53 53,00 64 80,00 218 77,58
GFRXQ/GFRXQ| O 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
GLCXQ/GLCXQ| © 0,00 1 1,00 0 0,00 1 0,36
GLRXQ/GFRXQ| © 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
GLRXQ/GLCXQ| © 0,00 46 46,00 16 20,00 62 22,06

Tabela 6. Frekwencje alleli genu bialtka prionowego ze wzgledu na polimorfizm w kodonie

127, 141, 151, 171 i 189 w polskich stadach owiec. Objasnienie: ILD — ile de france

Genotypy| kamieniecka IDF wrzos6éwka cala badana populacja
n % n % n % n %
GLRXQ [ 202 100,00 152 76,00 144 90,00 498 88,61
GFRXQ 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0] 0,00
GLCXQ 0 0,00 48 24,00 16 10,00 64 11,39
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Czestos¢, z jaka wystapitly haplotypy w grupie owiec ze Slowacji wynosita
dla: GLRXQ 91,46%, GFRXQ 4,88% i GLCXQ 3,66%. Allelomorfa GFRXQ nie
wykryto w rasie lacaune oraz u mieszancow zoslachtena valaska x lacaune,
natomiast haplotypu GLCXQ u mieszancow cigaja x lacaune. Czestosc,
z jaka wystapit allelomorf GLRXQ wynosita odpowiednio: 73,34% dla cigaja,
95,95% dla rasy lacaune, 97,06% mieszancow cigaja x lacaune
i 92,31% dla mieszancow zoSlachtena valaska x lacaune. Haplotyp GLCXQ
w rasie lacaune stanowil 3,33% dla rasy cigaja 4,05%, a u mieszancow
zoSlachtena valaska x lacaune 7,69%. Frekwencja allela GFRXQ wyniosta
23,33% dla rasy cigaja 2,94% u mieszancow cigaja x lacaune

W grupie owiec 2ze slowackiej owczarni wyryto pie¢ genotypow:
GLRXQ/GLRXQ; GFRXQ/GFRXQ; GLCXQ/GLCXQ; GLRXQ/GFRXQ
i GLRXQ/GLCXQ. Homozygoty GLRXQ/GLRXQ wykryto w przypadku 72
owiec, co stanowilo udzial na poziomie 87,80% w calej badanej grupie
ze Stowacji. Wykryto 4 heterozygoty GLRXQ/GLCXQ. Wystapily one
z czestoscig 4,88%. 3 owce okazaly sie homozygotami GFRXQ/GFRXQ,
co stanowilo 3,66%, 2 homozygotami GLRXQ/GFRXQ 2,44%. Tylko jedna
owca nosila genotyp GLCXQ/GLCXQ, stanowiac 1,22% badanej populacji
owiec ze Slowacji. Homozygota GLRXQ/GLRXQ wystapilta z najwyzsza
czestosScig w rasie cigaja, lacaune, a takze u mieszancow cigaja x lacaune
i zoSlachtena valaska x lacaune stanowiac odpowiednio: 66,66%, 94,60%,
94,12% i 84,62%. Homozygote GFRXQ/GFRXQ wykryto tylko w rasie cigaja,
co stanowilo 20% udzial w tej rasie. Natomiast genotyp LCXQ/GLCXQ
stwierdzono wylacznie w rasie lacaune, a jego frekwencja stanowita 2,7% tej
rasy. Heterozygoty GLRXQ/GFRXQ wykryto w rasie cigaja i mieszancach
cigaja x lacaune, ktorych frekwencje wynosily odpowiednio 6,67% i 5,88%.
Uktad heterozygotyczny GLRXQ/GLCXQ wykryto zarowno w rasie cigaja,
lacaune, jak i u mieszancow zoSlachtena valaska x lacaune wystepujacych
z czestoscia kolejno: 6,67%, 2,70% oraz 15,38%. Zaden z mieszancow cigaja
x lacaune nie miat tego genotypu. W tabeli 7 zestawiono procentowy udzial
poszczegdlnych genotypow, a w tabeli 8 alleli dla ras cigaja i lacaune,
mieszancow cigaja x lacaune, lacaune x zoSlachtena valaska oraz calej

populacji owiec ze Stowacji
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Tabela 7. Frekwencje genotypéw genu bialka prionowego ze wzgledu na polimorfizm
w kodonie 127, 141, 151, 171 i 189 w stowackich stadach owiec. Objasnienia: CXLC -

mieszance cigiaja x lacaune, LCXZV - mieszance lacaune x zoSlachtena valaska

Genotypy cigaja lacaune CxLC LCxZV cala badana populacja
n % n % n % n % n %
GLRXQ/GLRXQ | 10| 66,66 (35| 94,60 (16| 94,12 |11 | 84,62 72 87,80
GFRXQ/GFRXQ| 3 | 20,00 O | 0,00 |O| 0,00 | 0| 0,00 3 3,66
GLCXQ/GLCXQ| O | 0,00 |1 | 2,70 |O| 0,00 | O | 0,00 1 1,22
GLRXQ/GFRXQ| 1 | 6,67 [O| 0,00 |1 ]| 588 |0 | 0,00 2 2,44
GLRXQ/GLCXQ| 1| 6,67 | 1| 2,70 [0 | 0,00 2| 15,38 4 4,88

Tabela 8. Frekwencje alleli genu biatka prionowego ze wzgledu na polimorfizm w kodonie
127, 141, 151, 171 i 189 w slowackich stadach owiec. Objasnienia: CxLC — mieszance cigaja

x lacaune, LCxXZV - mieszance lacaune x zo§lachtena valaska

Genotypy cigaja lacaune CxLC LCxZV cala badana populacja
n % n % n % n % n %
GLRXQ 221 73,34 [71]95,95(33| 97,06 |24 | 92,31 150 91,46
GFRXQ 712333 (0 (000(1] 294 (0| 0,00 8 4,88
GLCXQ 11333 [3|405(0| 0,00 | 2] 7,69 6 3,66

W grupie owiec z wloskich owczarni wykazano homozygoty
GLRXQ/GLRXQ oraz heterozygoty GLRXQ/GLCXQ. Ich czestos¢ wynosila
odpowiednio 95,08% i 4,92% dla calej grupy owiec z Wloch. W rasy apennine
czestos¢ wystepowania homozygot GLRXQ/GLRXQ wyniosta 96%, natomiast
heterozygot GLRXQ/GLCXQ 4%, a dla mieszancow apennine X merynos
derivertia odpowiednio dla heterozygoty 90,91% i homozygoty 9,09%. Nie
wykryto genotypow GLRXQ/GLRXQ, GFRXQ/GFRXQ oraz GLRXQ/GFRXQ.
Nie wykazano réwniez wystepowania allelomorfa GFRXQ. Haplotyp GLRXQ
wystapil z najwyzsza czestoscia, ktora dla catej grupy badawczej ksztaltowata
sie na poziomie 97,54% oraz odpowiednio dla rasy apennine 98,% i dla
mieszancow apennine x merynos derivertia 95,45%. Frekwencja allela
GLCXQ byta na poziomie odpowiednio 2,46% dla catej grupy badawczej, 2%
dla rasy apennine i 4,55% dla mieszancow apennine x merynos derivertia.
W tabeli 7 zestawiono czestosSc¢, z jaka wystapily poszczegolne genotypy

u mieszancow apennine x merynos derivertia i w rasie apennine oraz calej
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badanej grupie owiec z Wloch. W tabeli 9 przedstawiono czestos¢, z jaka
wystapily genotypy, w tabeli 10 allele w grupie mieszancow apennine X
merynos derivertia i rasy apennine oraz calej badanej populacji owiec

z Wloch.

Tabela 9. Frekwencje genotypéw genu biatka prionowego ze wzgledu na polimorfizm
w kodonie 127, 141, 151, 171 i 189 we wloskich stadach owiec. Objasnienie: AXAM -

mieszance apennine X merynos derivertia

Genotypy AxAM appeninine cala badana populacja
n % n % n %
GLRXQ/GLRXQ 10 90,91 48 96,00 58 95,08
GFRXQ/GFRXQ 0 0,00 0 0,00 0 0,00
GLCXQ/GLCXQ 0 0,00 0 0,00 0 0,00
GLRXQ/GFRXQ 0 0,00 0 0,00 0] 0,00
GLRXQ/GLCXQ 1 9,09 2 4,00 3 4,92

Tabela 10. Frekwencje alleli genu biatka prionowego ze wzgledu na polimorfizm w kodonie
127, 141, 151, 171 i 189 we wloskich stadach owiec. Objasnienie: AXAM - mieszance

apennine x merynos derivertia

Genotypy AxAM appeninine cala badana populacja
% n % n %
GLRXQ 21 95,45 98 98,00 119 97,54
GFRXQ 0 0,00 0 0,00 0 0,00
GLCXQ 1 4,55 2 2,00 3 2,46

Na przestrzeni ostatnich lat badania prowadzone pod katem polimorfizmu
genu PRNP dotyczyty przede wszystkim kodonéw: 136 A/V, 154 R/H i 171
Q/R/H warunkujacych opornos¢/podatnos¢ na klasyczna postaé trzesawki
oraz 141 L/F powiazanego z atypowa forma scrapie. Badania wlasne
dotyczyly polimorfizmu w kodonach: 127, 141, 151, 171 i 189 w stadach
owiec z Polski, Slowacji i Wloch. W krajch tych przeprowadzone zostaly
rowniez badaia nad genem biatka prionowego owiec przez innych
naukowcow miedzy innymi:

e w Polsce: Jasik i Reichert (2003); Niznikowskiego i wsp. (2006); Kaczor
i wsp. (2009); Kaweckiej i Rejduch (2009); Piestrzynskiej-Kajtoch i wsp.
(2009); Rejduch i wsp. (2009); Markowskiej i wsp. (2010); Polaka i wsp.
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(2010); Szkudlarek-Kowalczyk i wsp. (2009, 2010); Wisniewskiej i wsp.
(2009, 2010); Smotucha i wsp. (2012),

e na Slowacji: Margetina i wsp. (2006); Vasickova i Vasicek (2010);
Vasicek i wsp. (2010), Miluchova i wsp. (2012),

e we Wloszech: Vaccariego i wsp. (2001, 2007); Acutisa i wsp. (2004,
2006); Vascellariego i wsp. (2005); Ligiosa i wsp. (2006); Paludiego
i wsp. (2007); Pongoliniego i wsp. (2009); Mazzy i wsp. (2010).
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7.PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Przyjeta metoda badawcza  przy uzyciu techniki PCR-RFLP
z wykorzystaniem pieciu restryktaz pozwolila na wykrycie mutacji
punktowych w genie bialka prionowego owiec w kodonach:
e 127: Haelll: GGC/GTC/AGC: glicyna/walina/seryna: G127V/S
e 141: Mnll: CTT/TTT: leucyna/fenyloalanina: L141F
e 151: Avall: TGT/CGT: cysteina/arginina: C151R
e 171: Mbol: AAG/XXX lizyna/inny K171X
o 189: Alul: CAA/CTA: glutamina/ leucyna: Q189L
oraz okreslenie frekwencji alleli, a takze genotypow dla poszczegélnych
ras owiec, mieszancow, stad z Polski, Wloch i Slowacji, a takze dla
calej badanej populacji owiec.
W  przeprowadzonych badaniach wlasnych nie wykryto mutacji
warunkujacych kodowanie aminokwasow: waliny (V) badz seryny (S)
w triplecie 127; lizyny (K) w 171; leucyny (L) w 189.
Cala badana grupa owiec byla monomorficzna pod wzgledem kodonu 127
i 189, w ktorych kodowanymi aminokwasami byly odpowiednio: glicyna
i glutamina.
W badanej populacji owiec mutacje odpowiedzialna za kodowanie
fenyloalanin (F) w pozycji 141 wykryto u 3 osobnikow rasy cigaja
pochodzacych ze Stowacji. Leucyna (L) warunkujaca odpornoscé
na atypowa postac scrapie zostata wykryta u 421 osobnikow.
Najwyzsze zroznicowanie pod wzgledem genetycznym wykazano
w triplecie 151. W calej badanej populacji owiec stwierdzono polimorfizm
pojedynczego nukleotydu warunkujacy zarowno kodowanie cysteiny, jak
i argininy. Homozygoty R151R wystapily z najwyzsza czestoScia, na
drugim miejscu pod wzgledem frekwencji byly heterozygoty R151C,
natomiast homozygoty C151C wykryto tylko u owiec utrzymywanych na
Stowacji i w Polsce.
Biorac pod uwage kodony: 127, 141, 151, 171 i 189 wykazano
wystepowanie trzech alleli w calej badanej populacji owiec: GLRXQ,
GFRXQ i GLCXQ z czestoscia odpowiednio: 90,45%, 0,94% i 8,61%.
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Allelomorfa GFRXQ nie wykryto ws$srod zwierzat utrzymywanych
w Polsce i we Wloszech oraz w rasie lacaune i mieszancach zoSlachtena
valaska x lacaune ze Slowacji.

Wyzej  wymienione haplotypy wystapily w  trzech  ukladach
homozygotycznych i dwoch heterozygotycznych dajac piec genotypow:
GLRXQ/GLRXQ, GFRXQ/GFRXQ, GLCXQ/GLCXQ, GLRXQ/GFRXQ,
GLRXQ/GLCXQ. W calej badanej populacji owiec, jak
i w poszczegdlnych stadach, rasach i mieszancach wykryto homozygote
GLRXQ/GLRXQ, ktora wystapila w najwyzszej czestosci oraz heterozygote
GLRXQ/GLCXQ.

Najbardziej zroznicowana genetycznie okazala sie populacja zwierzat
ze Stowacji, w ktorej stwierdzono wystepowanie wszystkich pieciu
genotypow. Ponadto wykryto jednego osobnika homozygotycznego
GLCXQ/GLCXQ w rasie ile de france. Nie wykryto genotypow
GFRXQ/GFRXQ, GLCXQ/GLCXQ, GLRXQ/GFRXQ u owiec rasy:
kamieniecka, wrzosowka, apennine i mieszancow apennine X merynos
derivertia.

W standardowo wykonywanych testach metoda PCR-RFLP przy
zastosowaniu enzymow restrykcyjnych: BspHI, BspDI i BseLl mutacja
C—A w pierwszej pozycji tripletu 171 nie jest wykrywana. Istnieje duze
prawdopodobienstwo, iz allel warunkujacy kodowanie aminokwasu lizyny
moze zostac blednie odczytany, jako allelomorf wlaczajacy aminokwas
glutamine. Prowadzi¢ to moze réwniez do blednego wyniku
genotypowania, gdzie heterozygota K171X odczytana zostanie, jako
homozygota X171X.

Wnioski:

W zwiazku z niewykryciem polimorfizmu w kodonach 127 i 189 genu

PRNP owiec, bardzo niska czestoscia, z jaka wystepuja mutacje warunkujace
kodowanie aminokwasow innych niz glicyna w triplecie 127 i glutamina
w 189 oraz z brakiem powiazania tych kodonéw z podatnoscia/opornoscia
na klasyczna scrapie czy jej forme Nor98 nie ma potrzeby prowadzenia

genotypowania w tym kierunku ze wzgledu na aspekty zdrowotne czy
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gospodarczo-ekonomiczne. Nie mniej jednak w celach naukowo-poznawczych
zaleca sie zwrociC¢ uwage na triplety 127 i 189.

Pomimo niewykrycia w badaniach wlasnych mutacji warunkujace;j
kodowanie lizyny w kodonie 171, nalezy prowadzi¢ dalsze badania majace
na celu jej powiazanie z opornoscia/podatnoscia na trzesawke. Ze wzgledu
na fakt, iz w rutynowo prowadzonych genotypowaniach metoda PCR-RFLP
pod katem kodonoéw 136, 154 i 171 nie jest mozliwe wykrycie mutacji C—A
W pozycji pierwszej w triplecie 171, dotychczasowe wyniki badan moga
zawieraC bledy dotyczace zarowno frekwencji genotypéw, jak i alleli oraz
wplywu mutacji warunkujacej wlaczanie lizyny do tancucha polipeptydowego
na podatnos¢ owiec na scrapie.

W zwiazku z opisaniem Nor98 oraz powiazaniem wplywu polimorfizmu
w kodonie 141 na atypowa postac trzesawki nalezy wlaczy¢ genotypowanie
w tym triplecie do rutynowo przeprowadzanych badan.

Badania wlasne wykazaly najwieksze zroznicowanie pod wzgledem
genetycznym badanej populacji owiec w kodonie 151. Ze wzgledu na duze
zroznicowanie rasowe owiec pochodzacych z trzech europejskich panstw,
w ktorych znalazly sie rowniez rodzime dla danego kraju rasy i mieszance
nalezaloby kontynuowac oraz rozszerzy¢ badania w tym kierunku.
Genotypowanie kodonu 151 nie nalezy do rutynowo przeprowadzanych
badan w celu okreslenia genotypow majacych wplyw na opornos¢/podatnosc
owiec na scrapie, dlatego tez nie prowadzi sie badan pod tym katem. Zaleca
sie kontynuowanie badan majacych na celu okreslenie frekwencji alleli
i genotypow w innych populacjach owiec oraz sprawdzenie wplywu SNP
w triplecie 151 na wrazliwo§¢ owiec na klasyczng oraz atypowa postac

scrapie.
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Praca powstala z wykorzystaniem aparatury zakupionej w ramach
projektu ,Realizacja II etapu Regionalnego Centrum Innowacyjnosci”
wspolfinansowanego ze Srodkow Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego w ramach Regionalnego Programu Operacyjnego Wojewodztwa

Kujawsko-Pomorskiego na lata 2007-2013.

Badania zostaly sfinansowane ze stypendium otrzymanego w ramach
projektu ,Stypendia dla doktorantéw 2008/2009-ZPORR” - dzialania
2.6 ZPORR, nr projektu Z/2.04/11/2.6/20/09 finansowanego w 75%
ze Srodkow Europejskiego Funduszu Spolecznego Unii Europejskiej oraz

w 25% ze Srodkow Budzetu Panstwa.
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Prof. dr hab. Roman Niznikowski

Opinia

o rozprawie doktorskiej Agnieszki Magdaleny Markowskiej pt.: "Polimorfizm genu bialka
prionowego owiec w kodonach 127, 141, 151, 1711 189"

Problematyka encefalopatii ggbczastej u roznych gatunkow zwierzat oraz u cztowieka jest
tematem wielu rozwazan, ze wzgledu na uwarunkowania genetyczne tych jednostek chorobowych
oraz poszukiwaniem mozliwosci obronnych przed ich skutkami. W przypadku owiec znane sg dwie
formy takiej encefalopatii pasazowalnej okreslane jako trzgsawka klasyczna i atypowa. W
odniesieniu do formy trzesawki klasycznej dopracowano si¢ juz wykorzystywanych w
prawodawstwie Unii Europejskiej rozwigzan, wymuszajgcych prace hodowlang zmierzajaca do
wyboru i pozostawiania do dalszej hodowli czy chowu zwierzat opornych genetycznie na stany
kliniczne. W razie wystgpienia choroby w stadzie, grozi¢ mu moze nawet likwidacja, stad
genotypowanie zmierzajace do wykorzystania go przy opracowaniu program6w hodowlanych, jest
bardzo potrzebne. Za reprezentatywne uwaza si¢ kodony 136, 154 i 171 w przypadku
uwarunkowan genetycznych trzesawki klasycznej. Co innego, jezeli wystapi forma atypowa
trzesawki w stadzie. W takim przypadku w prawodawstwie Unii Europe; skiej oparto si¢ o kodon
141 i testowanie stosownych zmian w tym miejscu. W odniesieniu do stwierdzenia formy
klinicznej trzgsawki atypowej, stado jest poddawane dwuletniemu okresowi obserwacji zwierzat 1
mozliwoscia ich obrotu w tym czasie tylko na rynku krajowym.

Autorka rozprawy poswigca temu problemowi wiele uwagi, dyskutujac w swojej pracy wyniki 174
publikacji krajowych i zagranicznych oraz 1 linku internetowego, bardzo dobrze naswietlajac
tematyke trzesawki wynikajacej z cytowanych wynikéw opracowan. Od strony biologicznej jest to
materiat ciekawy, tym bardziej ze zderzamy si¢ nie tylko z materialem dotyczacym uwarunkowan
genetycznych ale rowniez aspektow etiologicznych, klinicznych czy praktycznych
charakteryzujacych problematyke trzesawki bardzo szeroko i doktadnie. Na tej podstawie przyjeto
w pracy cel doktadnego zbadania polimorfizméw trzgsawki na podstawie zmian ocenianych w
pieciu kodonach. Sposroéd wymienionych wyzej — forma trzesawki klasycznej zostala zaznaczona
przyjeciem do badan porownawczych testowania zmian w kodonie 171, natomiast biorac pod
uwage znane z literatury powigzania formy atypowej — zmiany w kodonie 141. Pozostate miejsca
okreslone w kodonach 127, 151 i 189 zostaty wybrane przez Autorke, celem rozszerzenia wiedzy
na temat polimorfizméw trzgsawki okreslanych wiasnie w tych miejscach, mimo ze znanych jest
jeszcze wiele innych miejsc ktore uwazane sg za determinujace rézne postaci uwarunkowania
genetycznego biatka prionowego u owiec. Analizujac bogato przedstawiony materiat literaturowy,
brakuje mi wyjasnienia, dlaczego wybrano wiasnie te miejsca okreslania polimorfizmow (127, 151
i 189), a nie inne, ktérych w cytowanej literaturze opisanych jest bardzo duzo. Poszukujac np.
doktadniejszej definicji uwarunkowan np. trzesawki atypowej owiec, warto oceni¢ wiele miejsc.




Daje to mozliwo$¢ poszukiwan zwigzkow z stanami klinicznymi od strony genetycznej, co
znaczaco powinno poprawi¢ mozliwosci prowadzenia racjonalnej pracy hodowlanej. W dalszej
czesci opinii biorge pod uwage fakt, ze nie jestem genetykiem, postaram si¢ w swoich
rozwazaniach odnie$¢ gtéwnie do aspektow hodowlanych.

Zarowno material jak i przejeta metodologia nie budzi zastrzezen. Przywigzano znaczaca uwagg do
ras owiec wystepujacych w trzech regionach Europy, co nalezy uzna¢ za stuszne. Oczywistym jest,
7e w poszczegdlnych panstwach prowadzone sg programy hodowlane uwzgledniajace elementy
srodowiska, tradycji czy przyjetego kierunku produkcyjnego. Mnogos¢ takich elementow wplywac
moze w oczywisty sposob na frekwencje uwarunkowan oraz ich liczbe. W pracach badawczych
dotyczacych monitoringu trzesawki u prawie pigédziesieciu ras owiec hodowanych w réznych
krajach na terenie calej Europy w ramach pro proj ektu ECONOGENE wykazano na przyktad, ze
polscy hodowcy mieli dobrg rek¢ w pracy hodowlanej, ze wzgledu na sporadyczne wystgpowanie
negatywnych uwarunkowan trzesawki klasycznej, np. w poréwnaniu do ras owiec ocenianych w
Niemczech, Hiszpanii czy Wielkiej Brytanii, mimo braku okreslania genotypow trzgsawki przed
2002 rokiem. Dlatego ujecie grup ras owiec w trzech regionach Europy uwazam za bardzo
ciekawe. Metodologia pobierania i obrobki materiatu biologicznego tez zostala wykonana wedtug
przyjetych w opracowaniach tego typu metod. Rowniez liczba zwierzat wykorzystanych w
badaniach spelnia kryteria pracy eksperymentalnej tego typu. Szkoda, ze nie przeprowadzono
opracowan statystycznych, cho¢by przy wykorzystaniu nieparametrycznych testow oceny
frekwencji wystepowania badanych uwarunkowan w odniesieniu do ocenianych ras czy regionow
Europy. Bez opracowan tego typu praca ma charakter bardziej biologiczno-przyrodniczy, co
wplywa na opis wynikéw, ktore w opiniowanej rozprawie ze wzgledu na ich duza ilos¢ Zmuszaja
do wnioskowania tylko na podstawie zestawien. Autorka zresztg podotata rowniez temu zadaniu.

Wyniki badan w odniesieniu do frekwencji wystepowania poszczegélnych alleli przedstawiono w
formie opisu uwarunkowan biatka prionowego w poszczegolnych kodonach. Dato to mozliwos¢
¢ledzenia zmian w zaleznosci od rasy czy regionu. W kazdej grupie polimorfizmow uzyskane
wyniki byly bardzo szczegétowo przedyskutowane z danymi literaturowymi. W odniesieniu do
polimorfizmu biatka prionowego okreslanego w kodonie 127, bardzo interesujaco wyglada
zestawienie uzyskanych wynikéw w poréwnaniu do uzyskanych przez innych autoréw badajacych
w tym zakresie owce azjatyckie, wskazujgc na ich znaczaca odrebnos¢ w odniesieniu do owiec
utrzymywanych w Europie. Charakterystyka ta jest tym ciekawsza, ze w tym miejscu u badanych
zwierzat nie stwierdzono stosownych polimorfizmow. Za bardzo ciekawy uwazam opis i dyskusje
wynikéw dotyczacych polimorfizméw biatka prionowego w kodonie 141, a wigc w miejscu
uwazanym w znaczgcej mierze jako informatywne w zakresie atypowej formy trzgsawki. Na
podstawie wynikoéw badan przeprowadzonych przez innych autoréw dowiadujemy sig, ze allel L
jest wigzany z mniejsza czestotliwosci wystepowania stanow klinicznych anizeli allel F. Rowniez
uzyskujemy informacje, ze w niektérych uktadach alleli atypowa forma trzesawki wystepowac
moze bez wzgledu na obecnos¢ w genotypie allelu L czy F. Ta mnogo$¢ kombinacyjna umozliwia
przedyskutowanie wynikow wlasnych na tle literatury w bardzo szerokim zakresie i prowadzi do
okreslonych wnioskéw. W kodonie 151 wykazano najwiekszy polimorfizm biatka prionowego
wyrazajacy si¢ przewaga czgstotliwoscl wystgpowania allelu R w zestawieniu z C u wszystkich ras
owiec. Na wigksze réznice wskazano pomiedzy badanymi rasami w tym zakresie, szczeg6lnie w
Polsce, w zestawieniu z rasami badanymi na Stowacji i we Wtoszech. Natomiast w kodonie 171,
wykorzystywanym w diagnostyce genetycznej trzgsawki klasycznej dyskutowano nad znacznie
wiekszym zroznicowaniem badanych polimorfizméw u owiec azjatyckich anizeli europejskich, co
nalezy uzna¢ za ciekawy efekt prowadzonych badan. Stosunkowo najkrétsza dyskusja dotyczyla
polimorfizmu genu biatka prionowego w kodonie 189.




Na podstawie uwarunkowan stwierdzonych we wszystkich kodonach wykazano trzy allele
wystepujace z r6zna czestotliwoscig oraz pig¢ genotypow. Dzigki temu uznano, ze najwieksze
zréznicowanie genetyczne wystepuje u owiec utrzymywanych na Stowacji, w poréwnaniu do
Polski i Wioch. Z przeprowadzonych badan wyciagnigto szereg podsumowan odnoszacych si¢ do
poszczegdlnych etapéw badan, wskazujgc na brak polimorfizmow biatka prionowego w kodonach
127 i 189 oraz najwieksze zréznicowanie w kodonie 151. Za ciekawy uzna¢ nalezy wniosek
dotyczacy mutacji wykrytych w kodonie 171 co taczy¢ si¢ moze z mylnym odczytywaniem
wynikéw oznaczen. Uwarunkowania stwierdzone w kodonie 141, oceniane jako najbardziej
reprezentatywne dla postaci atypowej trzgsawki, powinno by¢ wiaczone do rutynowego
genotypowania.

Biorac pod uwage fakt, ze w naszym kraju coraz czgéciej podawane sa informacje o znalezieniu
klinicznej formy trzesawki atypowej, warto pokusi¢ si¢ o zalecenie dla praktyki dotyczace
wprowadzenia np. obowiazku genotypowania takich stad, w ktérych posta¢ ta zostata stwierdzona.
Réwniez genotypowanie trzesawki u sztuk z potwierdzonym stanem klinicznym warto zaleci¢ jako
obligatoryjne, ze wzgledu na potrzebe okreslenia genotypu zainfekowanych zwierzat. Osiggna¢ w
ten sposob bedzie mozna wlasna baz¢ danych z tego zakresu, ktorej jak mi wiadomo dotychczas nie
utworzono. Podniesiony w tym miejscu problem uwazam za dobry materiat do zainicjowania
dyskusji na w tym zakresie.

7 uwag o charakterze redakcyjnym proponuje ujednolici¢ nazewnictwo jednostki chorobowej,
ktorej dotyczy rozprawa. Autorka bardzo czesto postuguje si¢ nazwa angielska - scrapie oraz
polska — trzesawka. Warto ta sprawe ujednolici¢ w zaleznosci od tego do wydawnictwa jakiego
charakteru zostanie wystana celem opublikowania.

Powyzsze uwagi nie obnizaja wartosci rozprawy doktorskiej Autorki, ktéra oceniam bardzo
wysoko. Biorgc powyzsze pod uwage stwierdzam, ze rozprawa speinia warunki okreslone w
Ustawie o tytule i stopniach naukowych i na tej podstawie wystepuje z wnioskiem do Wysokiej
Rady Wydziatu Hodowli i Biologii Zwierzat Uniwersytetu Technologiczno-Przyrodniczego w
Bydgoszczy o dopuszczenie Pani Agnieszki Magdaleny Markowskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Warszawa, 18 pazdziernika 2013 roku.
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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Magdaleny Markowskiej

pt. ,,POLIMORFIZM GENU BIALKA PRIONOWEGO OWIEC
W KODONACH 127, 141, 151,171 i 189~

wykonanej w Zaktadzie Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat
Uniwersytetu Przyrodniczo-Technologicznego w Bydgoszczy

pod kierunkiem prof. dr hab. Stawomira Mroczkowskiego

Pasazowalne gabczaste encefalopatie to grupa zwyrodnieniowych chorob
osrodkowego uktadu nerwowego ludzi oraz zwierzat. Choroby te objawiaja si¢ zaburzeniami
koordynacji, otgpieniem i nieuchronnie prowadza do $mierci. Polimorfizm genu biatka
prionowego PRNP, a w efekcie zmiana aminokwaséw w kodowanym przez ten gen biatku,
zostal powigzany w wielu badaniach prowadzonych na catym $wiecie, z wrazliwoscia owiec
na typowa posta¢ encefalopatii - scrapie (trzesawke). Za rozwdj choroby odpowiedzialny jest
czynnik zakazny — prion a jedyna bronig w walce ze scrapie jest selekcja zwierzat 1 uzyskanie
osobnikéw opornych na zachorowanie. W genie biatka prionowego (PRNP) wykryto
polimorfizmy oraz ciche mutacje punktowe w ponad trzydziestu kodonach. Analizujac
polimorfizm w kodonach A136V, R154H i Q171R/H wyodrebnia si¢ dwanascie alleli,
zktérych u ras europejskich pojawia si¢ siedem, warunkujacych 15 podstawowych
genotypdw. Za najbardziej korzystny genotyp przyjmuje si¢ genotyp AizsRisaRizi/
Ai3eRi54R171. W wickszoscei krajéow europejskich opracowano projekty majgce na celu
zmniejszenie wystepowania u owiec alleli niekorzystnych, ich celem jest kwalifikacja owiec
do 5 grup o réznym ryzyku zachorowania na typowa scrapie. Jednak pojawienie si¢ i opisanie
atypowej postaci scrapie Nor98, postawito przed naukowcami kolejny problem badawczy

i uéwiadomito, jak niewiele wiemy o tej chorobie. Wykazano, ze osobniki o genotypach



nalezacych do klas opornych na scrapie sa podatne na Nor98 i powigzano polimorfizm PRNP

w kodonie 141 z podatnoscia/opornoscia na zachorowanie.

Recenzowana praca doktorska dotyczy identyfikacji polimorfizmu w pieciu kodonach
genu PRNP u 9 ras i mieszancoéw owiec. Badania przeprowadzono u 424 owiec z Polski,
Stowacji i Wtoch. Zaplanowany zakres eksperymentu uzna¢ nalezy za wystarczajacy,
a tematyka podjetych badan jest aktualna i potrzebna. Autorka wytypowata do badan regiony
genu PRNP o malo poznanej zmiennosci szczegélnie u ras europejskich. Uwazam, ze wyb6r

tematu pracy doktorskiej jest uzasadniony tak wzgledami poznawczymi jak i praktycznymi.

Autorka podzielita swojg prace, liczaca 89 stron, na nastepujace rozdziaty: Wsiep i cel,
Przeglqd literatury, Material i metody, Wyniki i dyskusja, Podsumowanie i wnioski,
Pismiennictwo. Zastosowany podziat na rozdziaty i podrozdzialy jest logiczny i klarowny, co
znacznie utatwia $ledzenie wywodéw i w sposob wygodny dla czytelnika porzgdkuje zawarte
W pracy tresci. Zamieszczenie w tekscie pracy wynikéw w 10 tabelach, poparte 6 rycinami
oraz 5 wykresami jest prawidtowe. W pracy cytowane jest 167 publikacji naukowych
(w wigkszosci w jezyku angielskim) oraz nielicznych, najnowszych podrecznikéw
obejmujgcych zagadnienia poruszane w przestawionej do recenzji rozprawie. W dysertacji
zamieszczono tez krotkie streszczenie w jezykach polskim i angielskim. Ukfad pracy jest

typowy dla tego typu opracowan i nie budzi zastrzezen.

Rozdzial Wstep zawiera informacje uzasadniajace podjete badania, dotyczace
identyfikacji polimorfizméw w genie PRNP u owiec ras krajowych, Stowacji i Wtoch.
Zaprezentowano w nim syntetyczne wprowadzenie do tematu i wyjasniono zasadno$é
podjetych badan w obrebie sekwencji kodonow 127, 141, 151, 171 i 189. W ostatniej
dekadzie podejmowano w Polsce badania przesiewowe majgce na celu rozpoznanie rozktadu
genotypéw w locus genu PRNP u wielu ras krajowych, jednak nie przeprowadzono takich
badan w odniesieniu do 3 pierwszych kodonéw zaproponowanych przez Doktorantke. Na
podkreslenie zashuguje podjecie proby okreslenia obecnosci rzadko spotykanej u europejskich
ras owiec leucyny w kodonie 171. Wstgp pracy zakonczono zwigzle sformutowanym celem.
W kwestii omawianego podrozdziatu uwaga recenzenta dotyczy uzasadnienia wyboru przez
Autorke kodonéw 127 i 189 z 30 znanych u owiec polimorficznych kodonéw wobec faktu

braku jego zwiazku z wrazliwoscig na scrapie.

Na uwage zastuguje rozdziat Przeglgd literatury, w ktéorym Autorka na 20 stronach

maszynopisu zacytowala prace bezposrednio zwigzane z tematem rozprawy. Zdaniem



recenzenta pierwsze 12 stron stanowi podrecznikowe, ale na poziomie akademickim,
przypomnienie wiedzy z zakresu etologii encefalopatii ggbczastych ludzi i zwierzat, budowy
biatka prionowego i jego funkcji oraz znanych teorii prionu, poszerzone o najnowsze wyniki
badan naukowych. Ostatnie osiem stron to charakterystyka genu kodujacego biatko prionowe
z wykazaniem u owiec olbrzymiej zmiennosci w badanym genie. Jesli taka obszerny rozdziat

ma stanowi¢ kompendium wiedzy to Doktorantka doskonale wywiazata si¢ ze swojej roli.

Kolejny rozdziat rozprawy obejmuje opis materiatu badawczego i uzytych metod.
Badaniami objeto 9 ras i mieszancow. Z krajowych ras analizowano zmienno$¢ u owiec
wrzosowka, ile de france, kamieniecka. Populacja badana w Stowacji to owce francuskiej rasy
lacaune, cigaja oraz mieszance zoSl'achtend valaska x lacaune i lacaune x cigaja. Natomiast
we Wioszech przebadano rasy apennine i apennine x merynos derivertia. Uwaga recenzenta
dotyczy nie precyzyjnego okreslenia pici zwierzat oraz uzasadnienia wyboru wiasnie tych
anie innych ras w poszczegdlnych krajach. Czy na dobor ras i krajow zlozyla sie tylko
konieczno$¢ zréznicowania materiatu badawczego? Natomiast zamieszczenie uwagi
o0 systemie utrzymania zwierzat w odniesieniu do rasy apennine uzytkowanej we Wioszech
uwazam za dyskusyjne. W rozdziale brak jest zamieszczenia informacji czy stada, z ktérych
pobrano material biologiczny, byty wolne od scrapie. Taka informacj¢ znajdujemy dopiero na
str. 48 w rozdziale Wyniki i dyskusja. W podrozdziale Metody Doktorantka opisata i dobrata
wlasciwe metody oznaczania polimorfizmu PRNP. Domyslam si¢, ze wigkszo$¢ z nich
Doktorantka wykonata samodzielnie, co podkreslitoby Jej dodatkowy atut — opanowanie
trudnych technik laboratoryjnych. Przyjeta metoda badawcza PCR-RFLP tzn. uzycie 5
enzymow restrykcyjnych jest jak najbardziej uzasadniona. Czy jednak zwazajac na
otrzymanie trudnych do rozdziatu i odczytu produktéw trawienia nie powinno si¢ zaltozy¢
uzycia wybiérczo metody sekwencjonowania? Rozumiem, Ze jest to do$¢ droga analiza
jednak moze by¢ stosowana tylko w odniesieniu do reprezentatywnej liczby préb, jako
metoda potwierdzajgca prawidlowosé przeprowadzonych oznaczen metodg RFLP. W opisie
zastosowanych reakcji amplifikacji fragmentéw genu PRNP prosze o uscislenie opisu
mieszaniny reakcji PCR — koncentracje koncowe podanego chlorku magnezu i dNTP (str. 54).
Réwniez przedstawiony opis metody RFLP (str. 36) nie jest dos¢ przejrzysty (wiersze 21-25).
Autorka na tej samej stronie podaje jakie enzymy wykorzystano do trawienia sekwencji
w poszczegdlnych kodonach. Do identyfikacji zmiennosci w kodonie 127 wykazuje enzym
Haelll ale w rozdziale Wyniki i dyskusja uzyskujemy informacj¢ o dodatkowym trawieniu

produktow PCR enzymem Avall w celu odr6znienia genotypéw m.in. V127V od S127S.



Doktadnos$¢ zapisu tych reakcji jest wymagana w tego typu opracowaniach. Rozdziat
Material i metody Autorka zakonczyta informacja o wyliczeniu frekwencji alleli 1 genotypow
z uwzglednieniem rasy i kraju pochodzenia zwierzat. Nalezatoby rozwazy¢ zasadno$é
oszacowania roznic wykazanego rozktadu w polimorficznym kodonie 151 znanymi metodami
statystycznymi. W rozdziale Wyniki i Dyskusja oczekiwalam poréwnania i interpretacji
wynikéw wilasnych Autorki w odniesieniu do danych literaturowych. Doktorantka bardzo
wnikliwie takie poréwnanie przeprowadzita odwotujac si¢ do rezultatéw uzyskanych u ras
owiec praktycznie z wszystkich rejondéw $wiata. Wykazata, ze cata tak zréznicowana badana
populacja byla jednak monomorficzna w kodonach 127 i 189. Wykryto homozygoty
odpowiednio: G127G oraz Q189Q. Doktorantka zidentyfikowata w kodonie 141 obecno$é¢
polimorfizmu przede wszystkim u wystepujacej] w Slowacji rasy cigdja, w ktorej
zidentyfikowano allel F z frekwencja 0,233. Wszystkie badane rasy owiec z Polski i Wioch
oraz pozostate zwierzeta ze Stowacji byly homozygotami L141L. Nie wykryto takze mutacji
warunkujacej powstanie, pojawiajacego si¢ przede wszystkim u owiec ras agzjatyckich,
aminokwasu lizyny w kodonie 171. Natomiast kodonem najbardziej polimorficznym okazat
si¢ kodon 151, w ktérym wykryto SNP odpowiedzialny za kodowanie cysteiny lub argininy.
Cysteina wystapita u 11,39 % owiec ras krajowych, 4,27 % zwierzat ze Stowacji oraz 2,46 %
badanych owiec z Wioch. Haplotypy te wystapily w trzech mozliwych uktadach, przy czym
najczesciej identyfikowano RISIR (frekwencja 83,02 %). W ostatnim podrozdziale 6.6
analizujgc u wszystkich zwierzat 5 badanych kodonéw Autorka potwierdzita obecno$é
jedynie 3 alleli : - Gip7L1aiR151X171Q189 (90,45 %), Gi27L141C151X171Qis0 (8,61%) oraz -
G127F141R151X171Qus9 (0,94 %), tworzacych pigé genotypéw: GLRXQ/GLRXQ (82,08%),
GFRXQ/GFRXQ (0,71%), GLCXQ/GLCXQ (0.47%), GLRNQ/GLCNQ (16,27%)
i GLRNQ/GFRNQ (0,47%).

Rozdzial Wyniki 1 dyskusja obejmujacy 30 stron maszynopisu zostal podzielony na
podrozdziaty adekwatnie do omawianych polimorfizméw, co znacznie utatwito przesledzenie
omoéwienia wynikow. Z duzym zainteresowaniem przeczytatam najobszerniejszy podrozdziat
6.2 pt. ,,Polimorfizm w kodonie 1417, poniewaz w stosunkowo niewielkim stopniu byt on
dotychczas badany u owiec w kraju. Autorka wyczerpujaco poréwnata w nim wyniki badan
wlasnych z wynikami prac innych badaczy, positkujac si¢ trafnie dobranym, licznym
i aktualnym pismiennictwem. Zastosowanie enzymu restrykcyjnego Mnll potwierdzito wyniki
wysokiej frekwencji allelu L, warunkujacego odpornosé owiec na atypowg postaé scrapie,

uras krajowych 1 obecnos$é¢ przede wszystkim homozygot L141L. Wynik ten przy realnym



zagrozeniu pojawienia si¢ u owiec Nor98 zasluguje na uwage. Nalezy w tym miejscu
podkresli¢ przytoczone przez Autorke spostrzezenia, ze u owiec z Nor98, niewykazujacych
klinicznych objawow scrapie, wykryto genotypy zaréwno L141L jak i F141L. Potwierdza to
konieczno$¢ identyfikacji polimorfizmu w kodonie 141 z uwzglednieniem zmiennosci
w podstawowych kodonach 136, 154 i 171 lub innych i zwr6cenia uwagi na genotypy np.
AFRQ/AFRQ i AFRQ/ALHQ. W odniesieniu do kodonu 151 stwierdzono polimorfizm
pojedynczego nukleotydu warunkujacy zaréwno kodowanie cysteiny oraz argininy.
Homozygoty R151R wystapily z najwyzsza czestoscia, natomiast homozygoty C151C
wykryto tylko u owiec utrzymywanych na Stowacji i w Polsce. Wynik ten jest interesujacy,

poniewaz polimorfizm ten moze mie¢ powiazanie z wrazliwoscig na scrapie.

Rozdzial Podsumowanie 1 wnioski jest bardzo waznym rozdziatem w kazdej publikacji
naukowej. W zwigzku z tym, kazdy wniosek powinien by¢ sformulowany, jednoznacznie,
precyzyjnie i czytelnie. Autorka w syntetycznej formie 9 punktéw podsumowujacych lub
raczej stwierdzen podala najwazniejsze rezultaty opisywanego eksperymentu. Zdaniem
recenzenta najwazniejszym, bedacym wynikiem przemys$len i rezultatem wykonywanych
samodzielnie przez Autorke analiz jest punkt IX. Doktorantka zawarta w nim uwagi odnosnie
mozliwosci nieprawidlowosci odezytu alleli w kodonie 171. Jest to cenna uwaga metodyczna
do ewentualnego wykorzystania w innych laboratoriach. Autorka wykazata najwicksze
zréznicowanie i obecno$é wszystkich zidentyfikowanych genotypdéw u owiec ze Stowacji.
Uwazam, ze punkty II i IIT podsumowania powinny zosta¢ potaczone, poniewaz stwierdzenie
ze np. nie wykryto mutacji warunkujacej pojawienie si¢ w kodonie 127 aminokwasu waliny

lub seryny oznacza, ze populacja byla monomorficzna i wystgpowala w tym kodonie glicyna.

Whniosek koncowy stanowi rozbudowany cigg 4 wywodow, w pelni nawigzujacych do
sformulowanego celu pracy i majacych uzasadnienie w przeprowadzonych badaniach.
W zwigzku z wykazaniem polimorfizmu w kodonie 151 Autorka wskazata na konieczno$é
rozszerzenia badan na inne rasy i sprawdzenie wplywu wskazanego polimorfizmu na
wrazliwo$¢ owiec ras krajowych na scrapie klasyczne i Nor98. Poniewaz wnioski
zamieszczone W pracy powinny opiera¢ si¢ przede wszystkim na wynikach
przeprowadzonych badan, dlatego tez sugeruje usuna¢ z tej czesci rozdziatu zdanie
,»W zwigzku z opisaniem Nor98 oraz powigzaniem wpltywu polimorfizmu w kodonie 141 na
atypowa posta¢ trzesawki nalezy wiaczyé genotypowanie w tym triplecie do rutynowo

przeprowadzanych badan”.



Uwagi szczegolowe

Praca napisana jest poprawnym jezykiem ale Autorka nie ustrzegla si¢ bledow
stylistycznych i edytorskich, ktére zaznaczytam w egzemplarzu pracy recenzenta. W trakcie

lektury maszynopisu nasuneto mi si¢ kilka uwag:

Zapis niektérych pozycji literatury w rozdziale Bibliografia jest nie ujednolicony. Bledy
dotycza stosowanych skrotéw czasopisma, kolejnosci zamieszczenia pozycji tego samego
autora np. str.81 —autor Goldman a takze pozycji: Kawecka A, Sikora J. (brak podania strony

www.?) str. 83, wykazano nieprawidtowo 2 pozycje autorstwa Meydan i in. (2013) str. 84 .

W odniesieniu do zamieszczonych rycin, bedacych w wigkszosci przypadkéw fotografiami
rozdziatu fragmentow DNA w zelu agarozowym, sugeruj¢ zamiesci¢ w przygotowywanych
publikacjach zdjecie po dokonaniu tzw. ,,inwersji”. Fotografie (ryc. 2 i 5) sa niezbyt czytelne

ze wzgledu na naturalnie stabg widocznos$¢ w zelu agarozowym matych fragmentéw DNA.

Nalezy unika¢ sformutowan typu ,,genotypowanie pod katem kodonéw™ oraz stosowac zapisy
enzymoOw restrykcyjnych wg ogdlnie przyjetego schematu tzn. skrét oznaczajacy nazwe

tacinska bakterii z jakiej enzym wyizolowano piszemy kursywa.

Wszystkie te uwagi majg tylko charakter pomocniczy, nie umniejszaja wartosci
przedstawionej do recenzji pracy i nie maja wplywu na ostateczng ocen¢ pracy. Moga one

zosta¢ wykorzystane przy przygotowywaniu dysertacji do druku.

Reasumujgc stwierdzam, ze oceniana praca stanowi efekt dojrzatej koncepcji
badawczej jej Autorki. Spelnia ona warunki okreslone w ustawie o stopniach i tytutach
naukowych i na tej podstawie wystepuje z wnioskiem do Wysokiej Rady Wydziatu Hodowli
i Biologii Zwierzat Uniwersytetu Technologiczno-Przyrodniczego w  Bydgoszczy
o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki Magdaleny Markowskiej do dalszych etapé6w przewodu

doktorskiego
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