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zyskiwanie zdrowych zwierzat o pozada-
Unych cechach fenotypowych jest nadrzegd-
nym celem hodowli, ktora w ujeciu klasycznym
odbywa si¢ poprzez selekcje i kontrolowany
dobor osobnikow do kojarzen. Wprowadzenie
sztucznej inseminacji (Al) pod koniec lat 30.
ubieglego wieku, a takze pozniejsze opracowanie
metod mrozenia i seksowania nasienia oraz trans-
feru zarodkéw umozliwito uzyskiwanie licznego
potomstwa po cennych osobnikach i byto czyn-
nikiem radykalnie zwigkszajacym postep ho-
dowlany. W ujeciu genetycznym, celem hodowli
jest doskonalenie zwierzat poprzez zwigkszanie
frekwencji pozadanych wariantow genetycznych
w populacji. Zmiennos¢ genetyczna cech iloscio-
wych ma swoje odbicie w sekwencji DNA, ktora
wplywa na regulacje i ekspresje genow, a takze na
cechy 1ilo$¢ kodowanego biatka. Udziat poszcze-
gblnych wariantow sekwencji genéow w ksztatto-
waniu pozadanej cechy jest najczgsciej nieznany.
Znajomo$¢ wptywu polimorfizmu gendéw (i ich
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efektow) na okreslone cechy jest wykorzystywa-
na w hodowli zwierzat poprzez selekcje w kie-
runku zwigkszania czestosci wystgpowania po-
zadanych alleli. Informacja genetyczna w odnie-
sieniu do cech uzytkowych ma istotne znaczenie
dla postepu genetycznego w hodowli zwierzat
i skutkuje zwickszeniem wartosci ekonomicznej
hodowli. Trudno$cig selekcji w kierunku cech
interesujacych hodowcow jest to, ze z reguly sa
one warunkowane przez wiele genow, przy czym
nalezy uwzglednia¢ réwniez interakcje miedzy
genami oraz interakcje genow 1 $rodowiska, jak
réwniez obecno$¢ niekorzystnych mutacji geno-
wych (Braunschweig, 2010).

Choroby genetyczne sg uwarunkowane
polimorfizmem sekwencji nukleotydowej, ktore
w zalezno$ci od miejsca i dtugo$ci zmutowanej se-
kwencji moga powodowac rozny stopien nasilenia
objawow chorobowych. Choroby genetyczne wa-
runkowane mutacjami o charakterze funkcjonal-
nym majg czesto letalny charakter i sg przyczyng
upadkow zwierzat homozygotycznych pod wzgle-
dem zmutowanego allelu, a co za tym idzie przy-
czyng znacznych strat ekonomicznych w hodow-
li. Rozprzestrzenianiu si¢ chorob genetycznych
w okres$lonych populacjach zwierzat gospodarskich
sprzyja fakt, ze w wigkszo$ci sg one warunkowa-
ne allelami recesywnymi, a nosicielami mutacji sg
osobniki o wysokiej warto$ci hodowlanej.

Podstawa hodowli koni jest wybor najbar-
dziej pozgdanych osobnikéw w oparciu o wartosci
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cech uzytkowych ich przodkow badz uzytkowosé
ich krewnych w celu uzyskania nastepnych po-
kolen udoskonalonych zwierzat. Dobér materiatu
hodowlanego w obrebie rodéw meskich badz li-
nii zenskich zwigksza zagrozenie utrwalania si¢
niekorzystnych alleli w populacji, tym samym
zwigkszajac ryzyko urodzen Zrebiat z wadami ge-
netycznymi. Szczegdlnym zabiegiem utrwalania
cechy w populacji jest wykorzystywanie nasienia
wybitnych ogierow w uzyskiwaniu potomstwa
przejawiajacego ich cechy fenotypowe. Ujem-
ng strong szerokiego stosowania dawek nasienia
ogiera — nosiciela recesywnej mutacji genetycz-
nej jest rozprzestrzenienie si¢ zmutowanego al-
lelu w populacji i wzrost czgstosci urodzen koni
z wada genetyczng.

Znanych jest kilka choréb genetycznych
koni warunkowanych jedna para alleli, w przy-
padku ktérych zidentyfikowano mutacje funkcjo-
nalne. Wigkszo$¢ sposrod tych mutacji wystepuje
wylacznie u okreslonych ras koni.

Zespot ztozonego niedoboru odpornosci
(SCID) u koni czystej krwi arabskiej byl pierw-
szym recesywnym defektem autosomalnym opi-
sanym na poziomie molekularnym. Genetyczny
defekt SCID to delecja 5 par zasad w genie ko-
dujacym podjednostke katalityczng (DNA-PKcs)
zaleznej od DNA kinazy biatkowej (DNA-PK)
(Shin i in., 1997). Delecja prowadzi do przesu-
nigcia ramki odczytu w kodonie 3155 sekwencji
transkryptu, powodujac utratg 967 aminokwasow
i powstanie nieaktywnego enzymu, czego efektem
sa zaburzenia w produkcji limfocytow B i T. Zre-
bieta z zespotem SCID sa podatne na zakazenia
z powodu braku funkcjonowania uktadu immu-
nologicznego i zwykle umierajg przed osiagnie-
ciem 5. miesigca zycia (Swinburne i in., 1999).
Objawy to: zapalenie ptuc wywotane wirusowy-
mi infekcjami gornych drog oddechowych oraz
infekcje bakteryjne narzadow wewnetrznych.
Ze wzgledu na zespot objawow SCID moze by¢
mylony z innymi schorzeniami uktadu immuno-
logicznego (McGuire i Poppie, 1973). Badania
rodowodow wykazaty, ze ogier, ktory kryt we
wczesnych latach XX stulecia w USA, mogt za-
poczatkowa¢ mutacje SCID w $wiatowe]j popu-
lacji koni czystej krwi arabskiej (Bernoco i Ba-
iley, 1998; Swinburne i in., 1999). Oszacowana
czestos¢ wystepowania allelu SCID wsrod 250

koni czystej krwi arabskiej badanych w USA wy-
nosita 8,4% (Bernoco i Bailey, 1998), a w grupie
105 koni tej rasy badanych w Wielkiej Brytanii
—2,8% (Swinburne i in., 1999). Z kolei, badania
wykonane przez Terry i in. (1999) w grupie 271
koni arabskich w polskiej populacji nie wykazaty
obecnosci zmutowanego allelu SCID.

Innym schorzeniem o podtozu genetycz-
nym wystepujacym u koni czystej krwi arabskiej
jest zespot abiotrofii mézdzku (CA), powodujacy
zaburzenia neurologiczne, ktory jest dziedziczo-
ny jak recesywna cecha autosomalna. Histopa-
tologiczng cecha CA jest degeneracja komorek
Purkinjego mézdzku postepujaca zaraz po uro-
dzeniu. Objawy CA ujawniaja si¢ w wieku od 6
tygodni do 4 miesigcy i obejmujg ataksje, drzenie
glowy i brak zdolno$ci utrzymywania rownowa-
gi. W zwiazku z tym, ze objawy CA sa podobne
do innych chordb neurologicznych, jego prawi-
dlowa diagnoza jest trudna (Blanco i in., 2006).
Pewny wynik diagnozy CA uzyskuje si¢ wytacz-
nie w wyniku po$miertnego badania histopatolo-
gicznego mézdzku. W przypadkach CA obserwu-
je sie zroznicowane nasilenie objawow choroby.
Niektore z koni — homozygot recesywnych wyka-
zuja silng ekspresje choroby, obejmujaca prawie
ciagle drzenie gtowy oraz wysoki stopien ataksji,
podczas gdy inne konie z genotypem chorobo-
wym funkcjonuja normalnie, z pojawiajacym sie
jedynie okazjonalnie gubieniem krokéw w cho-
dzie oraz bardzo tagodnym drzeniem gtowy pod-
czas ruchu zamiarowego. Wiekszo$¢ hodowcow
decyduje si¢ na eutanazje ciezko chorych koni,
poniewaz brak koordynacji ruchowej sprawia, ze
obstluga i postepowanie z nimi sa niebezpieczne
zardwno dla samych koni, jak i ich wtascicieli.
W celu ustalenia genetycznego podtoza abiotrofii
moézdzku wykonano skanowanie genomu z wy-
korzystaniem markeréw SNP w 4 ojcowskich
rodzinach pot-rodzenstwa koni arabskich, w kto-
rych zaobserwowano dziedziczenie cechy CA.
Zidentyfikowano region o wysokiej homozygo-
tycznosci, obejmujacy 142 tys. pz na chromoso-
mie ECA2, w ktérym okreslono staly uktad alleli,
tworzacy haplotyp, uwzgledniajacy 22 markery
SNP sprzezone z fenotypem CA. Sekwencjo-
nowanie 4 gendow w tym regionie ujawnilo, ze
u koni arbskich obecny jest wylacznie jeden SNP,
zlokalizowany w eksonie 4 genu TOE ], ktory jest
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prawdopodobng mutacjg sprawcza dla defektu
CA. Efektem tej mutacji jest zamiana jednego
aminokwasu (Arg95His (R95H)). Zidentyfiko-
wany polimorfizm moze zmienia¢ funkcje biat-
ka TOE1 badz prowadzi¢ do obnizenia poziomu
ekspresji potoznogo w poblizu genu MUTYH po-
przez blokowanie wigzania czynnika transkryp-
cyjnego GATA2. Analiza rodowodow koni z ro-
dzin, w ktérych zdiagnozowano CA wskazuje,
ze mutacja pojawita si¢ u spokrewnionych koni,
ktore byly wykorzystywane w hodowli w la-
tach trzydziestych ubieglego wieku i sg znanymi
przodkami w wielu liniach czystej krwi arabskie;j.
Do chwili obecnej przetestowano 4200 koni ho-
dowanych w USA na obecno$¢ CA. Stopien nosi-
cielstwa mutacji oszacowano na poziomie 19,7%,
jednakze uzyskany wynik moze by¢ zawyzony
w odniesieniu do catej populacji ze wzgledu na
duze zainteresowanie badaniami ze strony ho-
dowcow posiadajacych konie z linii hodowla-
nych, w ktorych czgstos¢ tego schorzenia mogla
by¢ wyzsza. Wsérod testowanych koni arabskich
1,4% okreslono jako zrebigta chore na CA (dwie
kopie haplotypu CA oraz dwie kopie prawdopo-
dobnej mutacji sprawczej dla CA). Analizy rodo-
wodoéw zrebiat chorych na CA wykazaty wspolne
pochodzenie, ktére utrzymuje si¢ do ponad pigciu
pokolen wstecz jako wynik prawdopodobnych
krzyzéwek migdzy liniami. Aktualnie, zrebicta
bedace nosicielami CA sg identyfikowane rowniez
w polskiej, egipskiej i hiszpanskiej populacji koni
arabskich (Brault i in., 2011).

Osobng grupe choréb monogenowych
koni wywotuja mutacje w genach warunkuja-
cych pigmentacje i wzor umaszczenia okrywy
wlosowej koni, majacych znaczenie dla rozwoju
melanocytow lub przebiegu melanogenezy. Ple-
jotropowe efekty zwigzane z mutacjami w ge-
nach umaszczenia obejmuja migdzy innymi letal-
ne defekty uktadu nerwowego — OLWFS i LFS.
Syndrom biatych zZrebigt masci overo (OLWES)
objawia si¢ wrodzonym brakiem $rod$ciennych
zZwojow nerwowych w koncowym odcinku jeli-
ta grubego, czego efektem sg zaburzenia funk-
cji 1 niedrozno$¢ jelita grubego. Choroba byla
diagnozowana mig¢dzy innymi u amerykanskich
koni paint horses, bedacych homozygotami pod
wzgledem umaszczenia overo. Molekularne pod-
loze choroby to recesywna mutacja w transmem-

branowej domenie biatka receptora endoteliny
(locus EDNRB). Osobniki heterozygotyczne pod
wzgledem mutacji posiadajg jedynie umaszczenie
typu overo. Z kolei, zespot zrebiat masci lavender
(LFS) to recesywny defekt letalny, wystepujacy
u zrebiat koni czystej krwi arabskiej — homozy-
got pod wzgledem umaszczenia typu lavender.
LFS obejmuje zespot objawdw neurologicznych,
w ktorych dominuja skurcze tezcowe miesni. Ze
wzgledu na zlozono$¢ objawow zespot LEFS jest
trudny w diagnostyce i moze by¢ mylony z inny-
mi chorobami wieku neonatalnego. Badania z wy-
korzystaniem technik umozliwiajacych skanowa-
nie genomu w rodzinie obcigzonej zespotem LFS
doprowadzity do wykrycia mutacji sprawczej dla
LFS w genie miozyny piatej (MYO54). Nowo
odkryta delecja w eksonie 30 MYO5A4 prowadzi
do przesunigcia ramki odczytu i przedwczesnej
terminacji transkrypcji. Utrata 379 aminokwasdéw
w koncu C biatka prawdopodobnie przyczynia
sie¢ do zaburzenia funkcjonowania melanocytow
i neuronow — typow komorek, ktore wywodza sig
z tego samego listka zarodkowego. Wigkszos¢
udokumentowanych przypadkow LFS opisano
w populacji egipskiej koni czystej krwi arabskiej
— intensywnie eksportowanych i popularnych
w USA. Frekwencja allelu LFS wsréd koni czy-
stej krwi arabskiej pochodzacych z populacji egip-
skiej wynosi 5,2%. Uwaza si¢, ze mimo obecno-
sci dawnego przodka, ktory dat poczatek mutacji
LFS, istnieja linie, w ktorych ta mutacja pojawita
si¢ znacznie pdzniej (Brooks i in., 2010).

Rynek handlu konmi czystej krwi arabskie;j
szczegodlnie ceni niektore popularne linie hodow-
lane. To prowadzi do wzrostu kojarzen w pokre-
wienstwie, poniewaz wiasciciele koni staraja sie
zwiekszy¢ udziat tych linii u swoich Zrebiat (Per-
ryman, 2000). Taka strategia hodowlana zwigksza
tym samym potrzebe aktywnego zapobiegania
wystepowaniu recesywnych chordb genetycznych.
W takich sytuacjach test molekularny oparty o po-
limorfizm DNA moze stanowi¢ kluczowe narzg-
dzie dla hodowcow starajacych si¢ hodowac konie
w ramach warto$ciowej linii, w ktorej wystepuje
zmutowany allel, dajac mozliwos¢ zminimalizo-
wania lub eliminacji zmutowanych genéw z popu-
lacji (Jonsson i Eriksson, 2007).

Hodowcy na catym $wiecie dobrowolnie
badaja swoje konie w kierunku nosicielstwa CA
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i SCID. Niektore kraje wprowadzity obowigzko-
we testy w tym kierunku (np. Niemiecki Zwiazek
Hodowcow Koni Arabskich od 2010 r.). W Pol-
sce nie ma, jak dotad, obowiazku badania koni
na nosicielstwo mutacji genetycznych. Jednakze,
bioragc pod uwage oszacowang czestos¢ allelu
SCID wérdd koni czystej krwi arabskiej bada-
nych w USA na poziomie 8,4% (Bernoco i Ba-
iley, 1998); allelu LFS wsrod koni czystej krwi
arabskiej pochodzacej z populacji egipskiej na
poziomie 5,2% (Brooks i in., 2010) oraz stopien
nosicielstwa mutacji CA u koni z populacji USA
na poziomie 19,7% (Brault i in., 2011), celowe

wydaje si¢ podjecie dziatan zapobiegajacych oraz
ograniczajacych rozprzestrzenianie si¢ tych mu-
tacji u koni czystej krwi arabskiej hodowanych
w polskiej populacji.

Do osiagniecia tego celu zostato wyko-
rzystanych szereg metod molekularnych. W celu
utworzenia autorskich testdéw molekularnych
stuzacych do identyfikacji CA opracowano dwie
metody wykrywania mutacji w genie 7TOE (SNP
rs397160943). Zaprojektowano startery do se-
kwencjonowania fragmentu genu 7OE, obejmu-
jace odcinek o dtugosci 517 pz zawierajacy miej-
sce polimorficzne rs397160943.

Allelic Discrimination Plot
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Rys. 1. Reprezentatywny wynik dyskryminacji alleli w oznaczaniu genotypéw CA; niebieskie kropki — osobniki
bez mutacji; zielone kropki — osobniki bedace nosicielami mutacji
Fig. 1. The representative result of allele discrimination in CA genotype designating, blue spots — specimens
without mutation; green spots — specimens which are mutation carriers
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Po zsekwencjonowaniu przy uzyciu se-
kwenatora kapilarnego Genetic Analyzer 3500xI1
wybranego fragmentu genu 7OE! otrzymano
czytelne sekwencje umozliwiajace wiarygodna
analize mutacji. Zaprojektowano rowniez zestaw
dwodch sond TagMan MGB (znakowanych flu-
orescencyjnie réoznymi barwnikami) i starterow
do analizy dyskryminacji alleli w aparatach typu
real-time PCR (rys. 1).

Zoptymalizowano warunki tej reakcji
i przetestowano dla probek referencyjnych. Zwe-
ryfikowano wyniki stosujac reakcje sekwencjo-
nowania opisang powyze;j.

Z zastosowaniem metody dyskryminacji
alleli oznaczono genotyp CA dla 34 koni arab-
skich, a nastepnie zweryfikowano wyniki stosujac
sekwencjonowanie (rys. 2). Wyniki z obu metod
byly zgodne.

Rys. 2. Fragment uzyskanej sekwencji genu 7OE[; niebieskim pod$wietleniem zaznaczono mutacj¢ R95H, ktora
uwazana jest za mutacj¢ sprawczg CA
Fig. 2. The fragment of the obtained TOE1 gene sequence; R95H mutation was marked with blue backlight,
which is considered to be a causative mutation of CA

W celu identyfikacji nosicieli SCID
opracowano trzy metody wykrywania delecji
5 pz w genie DNA-PKcs (ECa9g. 35528429-
35528433del). Zaprojektowano startery do wy-
krywania wariantow z delecja fragmentu DNA
lub jej brakiem metodg analizy fragmentow (1
starter znakowany barwnikiem FAM, 2 niezna-
kowany). Startery zostaly wstepnie przetestowa-
ne — dopracowano reakcje PCR i elektroforeze
na sekwenatorze kapilarnym Genetic Analyzer
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3500xl. Zaprojektowano rowniez startery do se-
kwencjonowania fragmentu genu DNA-PKcs
zawierajacego te delecj¢ oraz zsekwencjonowa-
no fragment genu o dlugosci 621 pz zawierajacy
miejsce wystepowania delecji. Otrzymano czytel-
ne odczyty sekwencji wybranego fragmentu genu
dla probek testowych, umozliwiajace wiarygodne
wykrywanie poszukiwanej mutacji (rys. 3). Nie
znaleziono do tej pory zadnego konia ze zmuto-
wanym allelem.
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Rys. 3. Reprezentatywny chromatogram fragmentu genu DNA-PKcs z zaznaczonymi nukleotydami ulegajacymi
delecji w przypadku zespotu SCID
Fig. 3. The representative chromatogram of DNA-PKcs gene fragment with marked nucleotides undergoing
deletion in case of SCID syndrome
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W celu wykrycia mutacji przyczynowe;j
dla syndromu LFS zaprojektowano startery do re-
akcji PCR obejmujace fragment o dtugosci 567 pz
genu MYO54 obejmujacego 30 egzon, w ktérym
znajduje si¢ delecja g.138235715del. Wszystkie

lll-l-l
C TG C
130 140

i- -4-}-
C A B

i

- 0-5-n- llll
CCAGAGGCC

analizowane probki zostaly zsekwencjonowane
na sekwenatorze kapilarnym Genetic Analyzer
3500x1. Jak dotychczas, nie udalo si¢ oznaczy¢
zadnego osobnika posiadajacego zmutowany al-

lel (rys. 4).
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Rys. 4. Reprezentatywny chromatogram fragmentu genu MYO30A z zaznaczonym nukleotydem ulegajacym
delecji w przypadku syndromu LFS
Fig. 4. The representative chromatogram of MYO30A gene fragment with a marked nucleotide undergoing
deletion in case of LF'S syndrome

Na obecnym etapie projektu objeto ba-
daniami 448 koni wpisanych do Polskiej Ksiegi
Stadnej Koni Czystej Krwi Arabskiej.

Na podstawie uzyskanych wynikow
stwierdzono brak nosicieli alleli SCID i LFS.
Stopien nosicielstwa mutacji CA oszacowano
natomiast na poziomie 11,4%. Zidentyfikowano

jedynie formy hetrozygotyczne.

Mimo ze nosiciele zmutowanych alle-
li nie wykazujg objawow klinicznych i brak jest
doniesien opisujacych negatywne konsekwencje
dla zdrowia i1 aktywnos$ci sportowej koni hetero-
zygot, konieczne jest dalsze monitorowanie ak-
tywnej populacji.
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THE APPLICATION OF MOLECULAR TESTS IDENTIFYING CARRIERS OF SCID, CA
AND LFS MUTATIONS IN POLISH POPULATION OF PUREBRED ARABIAN HORSES
— INITIAL RESULTS

Summary

In the age of insemination there is a high risk of quick spread of mutation in a population. Breeders in
the whole world voluntarily examine their horses for CA and SCID carrier state. Taking into consideration the
estimated incidence of SCID allele among Purebred Arabian horses examined in the USA on the level of 8.4%,
LFES allele among Purebred Arabian horses from the Egyptian population on the level of 5.2% and the degree
of carrier state of CA mutation in horses from the USA population on the level 19.7%, the aim of the work is to
undertake the activities preventing and restricting the spread of these mutations in Purebred Arabian horses bred
in Polish population. The horses coming from the state studs (Horse Stud Michatow, Horse Stud Janow, Stallion
Herd Bialka) and private breeders constitute the material for research. On the basis of the obtained results from
448 examined horses, the lack of carriers of SCID and LFS alleles was ascertained. However, the carrier state of
CA mutation was estimated on the level of 11.4%. Solely heterozygotic forms were identified.

Key words: Purebred Arabian horses, genetic mutations, CA, SCID, LFS

Klacz rasy arabskiej w Stadninie w Janowie Podlaskim
Purebred Arabian mare in Polish stud farm in Janow Podlaski
(fot. D. Dobrowolska)
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