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Testowanie bydla na nosicielstwo genu
wczesnej obumieralnosci zarodkow DUMPS
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Zdrowe, prawidtowo zywione i utrzymywane kro-
wy powinny cielié¢ si¢ regularnie raz do roku; w
przeciwnym razie ma si¢ do czynienia z jalowoscig.
W stadach kréw mlecznych doskonalonych przez
krzyzowanie z buhajami rasy holsztyiisko-fryzyj-
skiej (h.f.) obok biataczki i niskiej wydajnosci, ja-
towos¢ jest gtéwna przyczyna brakowania krow (2).
Oprécz licznych czynnikéw Srodowiskowych, przy-
czyng jalowienia kréw moga by¢ czynniki natury ge-
netycznej, istotnie zaburzajace proces zaplodnienia lub
uposledzajace ontogenez¢ nowego organizmu. U byd-
ta, jesli Smieré¢ embrionu nastepuje w okresie do
ok. 45 dnia ciazy (to jest w czasie od zaptodnienia
do zakoriczenia réznicowania si¢ narzadéw, czyli
organogenezy), okreSla si¢ ja mianem obumieral-
nosci zarodkowej (8). Wczesna obumieralnosé za-
rodkéw wystepuje dosyé czgsto u wszystkich ga-
tunkéw zwierzat. U klaczy straty spowodowane tym
zjawiskiem szacuje si¢ na 2-17%, u owiec odpo-
wiednio 11-19%, a u §wini az 30-40% (8). U bydta
catkowite straty w okresie ciazy, biorac pod uwage
roéznice mig¢dzy liczba zaplodnien a liczbg wycielen,
okresla si¢ na ok. 33-55% (1).

Genetyczne przyczyny obumierania embrionéw
moga by¢ rozmaite. Na najwigksza uwage u bydla
zastuguja aberracje chromosomowe, przez wielu au-
torOw uwazane za gléwng przyczyne zamierania
zarodkéw (1, 6, 11). Obok mutacji strukturalnych
polegajacych na zmianach w ukfadzie genéw na
chromosomach (pgknigcia chromosoméw, translo-
kacje, inwersje, delecje, duplikacje), wystgpuja réw-
niez mutacje liczby chromosoméw, ktére u bydia
najczg¢sciej maja charakter trisomii.

Odrebna grupg zmian genetycznych stanowia mu-
tacje punktowe polegajace na substytucji nukleoty-
dowej w okre§lonym genie. Mutacje takie czgsto
sg przyczyng defektéw genetycznych i wywotluja
dysfunkcje biatek strukturalnych lub enzymatycz-
nych. Sposréd dysfunkcji metabolicznych najgroz-
niejsze sa te, ktére powoduja niedobory enzyméw
majacych podstawowe znaczenie dla organizmu. Ge-
ny letalne ujawniajace si¢ u zwierzat gospodarskich
do niedawna byly poznawane metodami genetyki
klasycznej rejestrujacej jedynie efekty fenotypowe
ich dziatania (3, 7). Nieznane byly i nadal w wielu
przypadkach takimi pozostajg pierwotne przyczyny

i natura zjawisk molekularnych prowadzacych do
ujawnienia si¢ gendw letalnych.

Geny letalne powoduja Smiertelno$¢ prawie wszyst-
kich osobnikéw dotknigtych uwarunkowana nimi
anomalig i sg przyczyna znacznych strat ekonomicz-
nych w hodowli. Poznanie molekularnego podtoza
genéw letalnych oraz opanowanie metod identyfi-
kacji ich nosicieli umozliwia eliminacj¢ heterozygot
z populacji lub ich kontrolowany dobér do kojarzen.
Wydaje si¢, ze badania nad genem kodujacym syn-
taz¢ urydyno-monofosforanu (UMPS — Uridine
Monophosphate Synthase) stanowia ,,modelowy”
przyklad takiego postgpowania.

Do grupy genéw letalnych wywotanych mutacja
punktowa zaliczy¢ nalezy wykryty w latach osiem-
dziesiatych u bydta rasy h.f. niedobér enzymu bio-
racego udziat w syntezie pirymidyn, uwarunkowany
genem recesywnym (12). Przyjeta skrocona nazwa
tego defektu genetycznego DUMPS pochodzi od
angielskich stéw — Deficiency of Uridine Mono-
phosphate Synthase i okre§la niedobér syntazy ury-
dyno-monofosforanu. Analogiczne zaburzenie jest
znane od lat w medycynie ludzkiej pod nazwa dzie-
dziczna acyduria orotowa (20).

Istota defektu genetycznego DUMPS

Kluczowa rola syntazy monofosforanu urydyny
w powstawaniu DNA i RNA wywotata zaintereso-
wanie genem kodujacym ten enzym. Zaowocowalo
to, jak dotychczas, poznaniem kodujacej czgséci genu
tzw. cDNA genu syntazy monofosforanu urydyny
u bydta (15). Sekwencja ta sklada sie z 1869 par
zasad (pz). Gen UMPS zostal réwniez zmapowany
na bydlgcym chromosomie 1 w prazku 31 (14).

Podtozem molekularnym defektu genetycznego
DUMPS jest mutacja punktowa w kodonie amino-
kwasowym nr 405. Substytucja cytozyny na tyming
w kodonie CGA warunkujacym argining powoduje
powstanie sekwencji TGA. Konsekwencjg tej za-
miany jest utworzenie na mRNA kodonu- STOP
(UGA), koriczacego translacje biatka (17). Skutkiem
tego jest utrata aktywnoS$ci syntazy urydyno-mono-
fosforanu (12) (ryc. 1). Defekt ten dziedziczy sie
jak autosomalna cecha recesywna i ma charakter
letalny. U heterozygot nie wyst¢puja widoczne oz-
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CHROMOSOM 1

prazek 31: gen UMPS

S
CENNI T I0IL
/\

I c DNA i 1
1 / 1869 pz
Prawidtowa :

sekwencja 5'---GGC TCC CGA GTA---3'

nukleotydowa 3--- CCG AGG GCT CAT---5'

sekwencja

aminokwasowa -Gly-Ser-Arg-Val -
Zmutowana:

sekwencja 5--- GGC TCC TGA GTA---3'

nukleotydowa 3'--- CCG AGG ACT CAT---5'

sekwencja

aminokwasowa - Gly -Ser - STOP

Zamiana C—T w 405 kodonie aminokwasowym
powoduje utrate aktywnosci syntazy UMP

Ryc. 1. Lokalizacja genu UMPS oraz istota jego mutacji

naki jej szkodliwego oddziatywania, natomiast ho-
mozygoty recesywne zamieraja ok. 40 dnia ciazy
(19). Typ dziedziczenia tej wady ustalono na tej
podstawie, iz nie stwierdzono dotychczas obecnosci
zyjacych homozygot recesywnych.

U zwierzat heterozygotycznych mimo czesciowego
braku enzymu UMPS nie obserwuje si¢ ujemnego
wptywu na ich wzrost czy rozwéj. Przeciwnie, ba-
dania po$wigcone ocenie stanu krow heterozygoty-
cznych DUMPS" / DUMPS™ wykazaly ich nieco
wyzsza wydajno$¢ mleczna w poréwnaniu z nor-
malnymi zdrowymi osobnikami (5, 18). Istnienie
genu zamieralnosci zarodkéw (DUMPS) w populacji
kréw mlecznych wiaze si¢ jednak z ryzykiem two-
rzenia homozygotycznych chorych zwierzat. Koja-
rzac ze soba heterozygoty nalezy spodziewac si¢
ok. 25% utraty cielat spowodowanej ich zamiera-
niem w okresie prenatalnym (wedtug oczekiwanego
rozktadu genotypdéw 1:2:1).

Dostrzegajac to zagrozenie, w USA od 1988 r.
wprowadzono oficjalne testowanie bydia w celu wy-
krycia nosicieli DUMPS. Liczbe nosicieli tej wady
letalnej wsrdd amerykanskiego bydta h.f. oceniono
na 1-2% populacji, przy czym wszystkie one wywodza
sie od buhaja Skokie Sensation Ned urodzonego w
1957 r. (20). Dotychczas nie wykryto wymienionej
wady wéréd czotowych buhajow amerykarniskich ra-
sy jersey, guernsey oraz ws$réd bydia innych ras
mlecznych i miesnych. W Europie wsréd przeba-
danych w latach 1988-1991 kréw i buhajow rasy
h.f. zidentyfikowano 414 nosicieli DUMPS. Wigk-
szo$é nosicieli wykrytych w USA i Europie byla
potomkami buhaja Happy — Herd Beautician, pra-
wnuka Neda urodzonego w 1981 r.

W Polsce dotychczas nie opublikowano zadnych
informacji na temat nosicielstwa allelu DUMPS
wéréd bydta czarno-biatego. Z uwagi na trwajacy
od lat 70-tych i obecnie coraz rozleglejszy import
bydta rasy h.f. do Polski, celowe stato sig podjecie
badari nad identyfikacja mutacji w genie syntazy
mono-fosforanu urydyny w populacji bydta czarno-
-biatego w Polsce. Wykonywanie badan przesiewo-
wych na nosicielstwo DUMPS stworzytoby mozli-
wo$¢ wskazania nosicieli mutacji tego genu w krajowe;
populacji bydta a tym samym mozliwos¢ eliminacji
ich z hodowli.

Test na nosicielstwo DUMPS

W ostatnich latach opracowano wiele molekular-
nych testéw diagnostycznych pozwalajacych na roz-
poznanie choréb genetycznych poprzez identyfika-
cje mutacji bedacych przyczyna tych chorob. Testy
te okazaly si¢ szczegéblnie informatywne w przy-
padkach defektéw genetycznych, ktérych objawy
nie sa patognomoniczne. Najczgsciej stosowang me-
toda, ktéra znalazta zastosowanie w diagnostyce
molekularnej defektéw genetycznych jest polime-
razowa reakcja fanicuchowa (PCR) pofaczona z uzy-
ciem hybrydyzacji specyficznych sond molekular-
nych lub analiza polimorfizmu fragmentéw restryk-
cyjnych (RFLP) (21).

Do stwierdzenia obecnosci mutacji wywotujacej
DUMPS zastosowano metodg¢ PCR-RFLP opubli-
kowang przez Schwengera i wsp. (16) wprowadzajac
kilka wtasnych modyfikacji. Metoda ta sklada sig
z kilku etapéw: 1) pobrania materiatu biologicznego,
najezgsciej w postaci krwi obwodowej lub nasienia,
2) specyficznej amplifikacji, czyli namnozenia frag-
mentu genu UMPS metoda PCR i 3) trawienia uzy-
skanego fragmentu genu enzymem restrykcyjnym
AvaIw celu stwierdzenia obecno$ci mutaciji (ryc. 2).
Wielkosé fragmentéw DNA, uzyskanych w wyniku
trawienia danej czasteczki DNA zalezy od odlegtosci
miedzy sekwencjami rozpoznawanymi przez enzym
restrykcyjny. Uzyskane odcinki DNA rozdziela sig
nastepnie metodg elektroforezy w zelu agarozowym
lub poliakrylamidowym i poddaje analizie pozwa-
lajacej na zlokalizowanie mutacji réznicujacych licz-
be i wielko$¢ fragmentéw restrykcyjnych.

Rycina 3 przedstawia przykladowy test na nosi-
cielstwo DUMPS. Po strawieniu uzyskanych frag-
mentéw genu UMPS restryktaza Ava I, w zelu uzy-
skano po 2 fragmenty DNA o dlugosciach 53, 36
pz. Prazek 19 pz byt niekiedy stabo widoczny w
3% zelu agarozowym. Taki obraz pasm pozwolit
uznaé osobnika, od ktérego wyizolowano DNA, za
nie posiadajacego mutacji wywolujacej DUMPS.
Pojawienie si¢ dodatkowego pasma DNA o dtugosci
89 pz Swiadczylo o istnieniu mutacji i pociggalo za
sobg uznanie osobnika, od ktérego wyizolowano
DNA, za nosiciela DUMPS. Obecno$¢ tylko jednego
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Pobranie krwi
l i izolacja leukocytéw
g

l lzolacja DNA

XONCK  Playsenemone,
l PCR
QUMY cDNA genu UMPS
: Do (108 pz)
l Trawienie Aval
-/- +/- +/+
== — o ——
— t IR
= — 89pz
— — 53 pz
—_— e 36 pz
e sy —_— 19 pz

Ryc. 2. Schemat procedury identyfikacji mutacji zwiazanej z niedoborem
syntazy urydyno-5’-monofosforanu bydia (oznaczenia genotypéw:
-/- homozygota dominujaca, +/- heterozygota, +/+ homozygota recesywna)

pasma o wielkoSci 89 pz $wiadczytaby, ze DNA
uzyte do amplifikacji PCR pochodzi od homozygoty
recesywnej.

Badaniami objeto 120 kréw — pierwiastek rasy
nizinnej czarno-biatej. Krowy te pochodzily z kilku
obér rozmieszczonych na terenie Zutaw. Dodatko-
wo, do badan wlaczono takze 2 buhaje podejrzane
0 nosicielstwo mutacji DUMPS oraz 4 krowy uznane
za czgsto ronigce. U kréw pierwiastek poddanych
badaniom nie stwierdzono wystepowanla genotypu he-
terozygotycznego DUMPS' / DUMPS ™, Korespon-
duje to z doniesieniem Shanksa i wsp. (20), ktérzy
szacuja frekwencje wystepowania allelu zmutowa-
nego na 1-2% wdréd bydla h.f. w USA. Testowi
diagnostycznemu poddano takze DNA czterech
kréw uznanych jako czesto ronigce. Krowy te jak
rowniez dwa przebadane buhaje, ktére ze wzgledu
na swe pochodzenie nalezaty do grupy ryzyka, oka-
zaly si¢ wolne od DUMPS. Obecnie podejmowane
sg proby ustalenia obecnosci potomstwa potencjal-
nych nosicieli DUMPS w Polsce.

Zalety metody PCR-RFLP
w diagnostyce DUMPS

Metoda PCR-RFLP jest szeroko stosowana ze
wzgledu na to, ze pozwala na okreSlenie genotypu
z probek DNA (lub RNA), a zatem jest niezalezna
od plei, wieku i stanu fizjologicznego badanego
osobnika. W przypadku niedoboru syntazy mono-
fosforanu urydyny alternatywna do metody PCR-
-RFLP jest metoda oznaczania zawartosci orotanu

Ryc. 3. Elektroforogram przedstawiajacy fragmenty restrykcyjne DNA
powstale w wyniku trawienia produktu PCR o diugosci 108 pz
enzymem restrykcyjnym Ava I

Objasnienia: Sciezka 1 1 7 — marker molekularny DNA, §ciezka 2 i 5 -
— heterozygota (nosiciel DUMPS), sciezka 3 i 6 — homozygoty dominujace
(osobniki zdrowe), sciezka 4 — produkt PCR nie poddany trawieniu Ava I,
Sciezka 2 1 3 — uzyto Ava I produkcji Peterfarm Sieradz, sciezka 51 6 —
— uzyto Ava I produkcji Promega

w mleku lub moczu kréw laktujacych oraz pomiar
aktywnosci enzymu syntazy monofosforanu urydyny
(12). Oznaczenia takie jednak charaktyzuja si¢ duzg
zmiennoscia zwiazang z plcig, wiekiem i stadium
laktacji. Jones i wsp. (4) wykazali, ze cieleta cha-
rakteryzuja sie o 80% wyzsza aktywnoscig erytro-
cytarnej syntazy UMP niz zwierzgta doroste (po-
wyzej 2 lat). U samcéw wskaZznik ten jest o 10%
wyzszy niz u samic. Z kolei Shanks i wsp. (18)
przyjmuja 2/3 normalnej warto$ci aktywnosci syn-
tazy UMP jako rozgraniczenie miedzy osobnikami
zdrowymi a heterozygotycznymi. Metoda ta wydaje
si¢ by¢ dos¢ czaso- i pracochtonna, a ponadto opiera
si¢ nauzyciu pierwiastkéw promieniotwérczych. Te-
stowanie zwierzat na podstawie oznaczania poziomu
enzymu w erytrocytach wymaga poza tym uzycia
zwierzat kontrolnych bedacych tej samej plci i w
poréwnywalnym wieku (13).

Podobnie jak pomiar aktywnosci syntazy, ozna-
czenie zawarto$ci orotandw réwniez wrazliwe jest
na wplyw wielu czynnikéw znacznie zmniejszaja-
cych jednoznaczno$c testu. Niedobdr enzymdéw me-
tabolizujacych kwas orotowy wzmaga jego groma-
dzenie w plynach ciata i w mleku. Przy czym orotan
jako posrednik w biosyntezie nukleotydéw pirymi-
dynowych jest naturalnym sktadnikiem mleka krow
1 innych przezuwaczy. Orotan powstaje w gruczole
mlekowym, tylko znikoma jego ilo$¢, ok. 0,1% do-
ciera z krwia do tego gruczotu (10). Zawartos$é kw.
orotowego w mleku krowim wykazuje duza zmien-
nos¢ i zalezy m.in. od rasy, fazy laktacji, liczby
laktacji oraz od indywidualnych wtasciwosci osob-
nikéw (10). U kréw rasy jersey i guernsey stwierdza
si¢ nizsze stezenie tego kwasu w mleku niz u kréw
rasy holsztyfiskiej i ayrshire. Analizujac stadia lak-
tacji — najnizsze stezenie tego metabolitu obserwuje
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sie w siarze, wzrasta ono nastgpnie az do 10 tygodnia
laktacji, po czym utrzymuje si¢ na stalym poziomie
do 38 tyg. laktacji, po ktérym nastepuje stopniowy
spadek koncentracji kwasu orotowego w mleku do
kofica laktacji. Zjawisko to jest indukowane raczej
stanem laktacji kréw niz ciagza bowiem po wycieleniu
nastepuje wzrost ilo§ci orotanu wydalanego z mo-
czem (12). Laktacja wymaga wzmozonej podazy
nukleotydéw pirymidynowych dla syntezy laktozy
(z UDP - galaktozy) i bialek mleka (poprzez RNA).
Zwigkszone zapotrzebowanie na pirymidyny obja-
wia sie wzmozona sekrecja orotanu w mleku. Po-
dobnie dzieje si¢ z orotanem w moczu, kumulowa-
nym z powodu wzmozonego metabolizmu w watrobie
podczas laktacji. Stezenie kwasu orotowego w mleku
zmienia si¢ wraz z liczba laktacji 1 poczawszy od
czwartej laktacji maleje. Wymienione zjawiska na-
tury biochemiczno-fizjologicznej ograniczaja wyko-
rzystanie zmiennego poziomu kwasu orotowego w
ptynach ustrojowych jako metody dedukcji genotypu
DUMPS. Sytuacje pogarsza jeszcze fakt, ze zwigk-
szone wydalanie kwasu orotowego w moczu zwie-
rzat wystgpuje takze przy wrodzonych niedoborach
enzymdow cyklu mocznikowego, niezbilansowaniu
aminokwaséw w tkankach i hiperamonemii (9).

Podsumowujac nalezy uznaé, ze metoda PCR-
-RFLP w poréwnaniu z ilo§ciowymi oznaczeniami
aktywno$ci syntazy i poziomu kwasu orotowego
odznacza si¢ wigkszg wiarygodnoscia, precyzja i
tatwo$cia wykonania.

Znaczenie praktyczne identyfikacji nosicieli
DUMPS w hodowli bydla

Nowoczesne techniki rozrodu: inseminacja, prze-
noszenie zarodkdw, zaptodnienie in vitro powoduja
szybsze rozpowszechnianie si¢ mutacji o szkodli-
wym dzialaniu w populacjach zwierzat. W USA od
1988 r. wprowadzono oficjalne testowanie bydia w
celu wykrycia nosicieli DUMPS. W rodowodach
przebadanych zwierzat rasy h.f. umieszcza si¢ przy
nazwie osobnika odpowiednie oznaczenia: DP (z
ang. carrier of DUMPS) — jesli zwierze jest hete-
rozygota i TD (ang. tested free as carrier) — dla
zwierzecia o normalnym stanie (20). Podobne dzia-
tania podjeto w krajach Unii Europejskie;.

Do Polski bylo i jest nadal importowane nasienie
buhajéw rasy h.f. Istnieje zatem mozliwo§¢ wysta-
pienia mutacji w krajowej populacji bydta czarno-
-biatego. Trudno jest ocenié¢ frekwencje tej mutacji
w Polsce. Podjete proby odtworzenia czasu, miejsca
izakresu przeniknigcia mutacji genu UMPS do krajo-
wego pogotowia bydla, jakkolwiek fragmentarycz-
ne, pozwalaja przypuszczaé, ze DUMPS jest raczej
zjawiskiem marginalnym i nie stanowi znaczacej
przyczyny zaburzei plodno$ci u bydta w Polsce.

Pomimo tego test na nosicielstwo DUMPS moze
obecnie byé wykonywany w nastgpujacych grupach
zwierzat:

— u wybitnych buhajéw dopuszczonych do roz-
ptodu rasy nizinnej czarno-bialej oraz czerwono-
-biatej, u ktérych analiza rodowodowa wskazuje na
pokrewieristwo ze znanym nosicielem DUMPS,

— u buhajéw testowych, u ktérych potomstwa
stwierdzono znaczne zaburzenia ptodnosci z podej-
rzeniem, ze maja one charakter genetyczny i u kto-
rych nie mozna wykluczy¢ spokrewnienia z nosi-
cielem DUMPS.

Rezultaty takich badafi powinny stanowic¢ uzupet-
niajacg informacj¢ w programach hodowlanych byd-
ta mlecznego opartych na sztucznym unasienianiu
i transferze zarodkéw np. w MOET (multi ovulation
embryo transfer).

Dzigki postepowi w badaniach podstawowych z
zakresu biologii i genetyki molekularnej oraz od-
krywaniu nowych metod badania struktury i funkcji
genéw mozna si¢ spodziewad, ze w najblizszej przy-
sztosci liczba znanych genéw letalnych bedzie wzra-
staé. Z pewnoscia zjawisku temu sprzyja¢ beda wyniki
Projektu Poznania Genomu Czlowieka oraz Projekt
Mapowania Genomu Bydta (BovMap). Swiadomos¢
tego dynamicznego procesu u lekarzy weterynarii
z pewno$cia moze okazac si¢ pomocna w interpre-
tacji wystepujacych schorzef u zwierzat, w rozpo-
znaniu mozliwosci diagnostycznych oraz w podej-
mowaniu decyzji zmierzajacych do najskutecznie;j-
szej 1 najtaiszej terapii.
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