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PRNP gene polymorphism in 136, 154 and 171 codons in Polish sheep breeds
Summary

The study was conducted on six Polish sheep breeds (Polish merino, Zelaznenska sheep, Pomeranian,
Kamieniecka sheep, Polish mountain sheep and Polish heath sheep). Individual blood samples were collected
and DNA was extracted. The frequencies of alleles (ARR, ARH, ARQ, AHQ, VRQ) and its genotypes of PRNP
gene were determined according to the RFLP-PCR method.

Depending on the breed and sex, a high diversity of polymorphous forms of the PRNP gene was observed.
Higher PRNP gene polymorphism was observed in ewes than in rams. The lowest frequency of alleles was
determined in three breeds: Polish merino (ARR, ARQ and VRQ), Polish mountain sheep and Polish heath
sheep (ARR, ARQ and AHQ). All five of the determined alleles were observed in Pomeranian and Kamieniecka
sheep. The most advantageous frequencies of ARR allele occurred in Polish merino, Kamieniecka and
Zelaznenska sheep (particularly in ewes). In Polish mountain sheep and Polish heath sheep the VRQ allele
was not observed. In the final results, 11 combinations of genotypes occurred in six Polish sheep breeds. The
obtained results indicate a need for the construction of an appropriate breeding program for each breed
separately. These breeding programs should enable obtaining higher frequencies of ARR allele occurrence

and restricting the incidence of other alleles of the PRNP gene, particularly VRQ allele.

Keywords: sheep, scrapie, PRNP

W 2001 r. Parlament UE ustanowit reguty prawne
dotyczace zapobiegania, kontroli 1 zwalczania pasa-
zowalnych encefalopatii gabczastych (regulacja nr 999/
2001/EC) (7).

W 2003 r. poprzez decyzje nr 2003/100/EC (8),
Komisja Europejska ustanowita obowiazkowe utwo-
rzenie schematéw hodowlanych skierowanych na
zwigkszanie genetycznej oporno$ci na trzgsawke
w kazdej z ras owiec w Europie. Ponadto w regulacji
nr 260/2003/EC (9) postanowiono o zwalczaniu TSE
uowiec i koz oraz uregulowano kwesti¢ handlu zywy-
mi owcami i kozami oraz embrionami bydta. Trzgsaw-
ka (scarpie), podobnie jak BSE u kréw i choroba
Creutzfeldta-Jakoba u ludzi, jest naturalnie pojawia-
jaca si¢ forma pasazowalnej encefalopatii gabczastej
(TSE). Przypuszcza sig, ze biatko prionowe (PrP) jest
odpowiedzialne za wystgpowanie trzgsawki u owiec.

* Badania wykonane w ramach programu 5 Unii Europejskiej, projekt nr
QLKC-CT-2001-02461.

W genie PRNP zaobserwowano szereg polimorfizmow
w kodonach 136, 154 1 171, ktory wydaje si¢ odpo-
wiedzialny za (genetyczna) opornos¢ lub wrazliwos¢
na trzgsawke (1, 2, 5).

Ponadto stwierdzono, ze allel ARR gwarantuje naj-
mniejsza wrazliwos¢ na trzgsawke. Zaobserwowano,
ze w Wielkiej Brytanii 1 w Holandii allel VRQ, a w
innych krajach Europy allele ARQ i AHQ sa odpo-
wiedzialne za duzy stopien wrazliwos$ci na trzgsawke.
Allel VRQ wystepowat najrzadziej u owiec, u ktorych
stwierdzono kliniczne objawy trzgsawki. Dlatego tez
selekcja na allel ARR jest podstawowym narzedziem
eliminowania i kontroli trzgsawki u owiec (3-5). Pod-
jeto probe zmonitorowania frekwencji pigciu alleli trzg-
sawki (ARR, ARH, ARQ, AHQ, VRQ) oraz ich geno-
typdw wystepujacych u takich krajowych ras owiec,
jak: wrzosowka polska, polska owca gorska, owca ka-
mieniecka, owca pomorska, owca zelaznenska oraz
merynos polski.
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Material i metody Tab. 1: Liczba zwierzat i struktura wiekowa badanych ras owiec

W okresie od lipca 2002 r. do maja 2003 r.

badaniom poddano owce szeSciu krajowych Rasa

ras: merynos polski, owca zelaznenska, po- -
morska, kamieniecka, polska owca gorska | Wrzosowka (WRZ)
1 wrzosowka. Liczbg zwierzat z uwzglednie- |Polska owca gorska
niem pfci i wiekl} Wg ras pr;edstawia tab. 1. Pomorska (POM)
W celu okreslenia polimorfizmu genu
PRNP pobrano probki krwi od mozliwie nie- | Kamieniecka (KAM)
spokrewnionych ze soba zwierzat pochodza- | jelazneriska (ZEL)
cych z r6znych rejonéw Polski. Stada mery-

Merynos polski (MP)

Liczba Liczha Liczba sztuk Wiek od-do (lata)
stad | zwierzat | tryk6w | maciorek | trykéw | maciorek

10 31 11 20 1-4 1-7

(POG) 1 31 11 20 1-2 1-5
1 31 11 20 1-7 1-6

10 31 10 21 1-5 3-8

2 31 9 22 1-5 1-8

1 31 11 20 2-6 2-10

nosa polskiego wystepowaty na terenie woj.
kujawsko-pomorskiego w gminach: Kruszwi-
ca, Ztotniki Kujawskie, Pakos$¢, Zbojno, Lipno, Labiszyn,
Inowroctaw i Mogilno. Stada rasy nalezacej do grupy pol-
skich owiec nizinnych — owcy zelaznenskiej — zlokalizowane
byly w woj. 16dzkim (gm. Skierniewice) i podlaskim (gm.
Janéw). Polskie owce dtugowetniste wystgpowaty, odpowied-
nio dla rasy kamienieckiej: w woj. warminsko-mazurskim (gm.
Bisztynek, Szczytno, Susz, [tawa) i mazowieckim (gm. Kucz-
bork-Osada i Sierpc) oraz dla rasy pomorskiej: w woj. po-
morskim (gm. Wicko, Szemud, Chmielno, Stezyce, Leczyce,
Stara Kiszewa) i1 zachodnio-pomorskim (gm. Szczecinek,
Postomino, Stawno). Stada polskiej owcy gorskiej pochodzi-
ly z rejonu woj. malopolskiego z gmin: Nowy Targ, Szaflary
i Lapsze Nizne. Stada owiec rasy wrzoséwka zlokalizowane
byly na terenach wojewo6dztw: t6dzkiego (gm. Skierniewice),
podlaskiego (gm. Janow, Korycin, Kuznica 1 Sokétka), wiel-
kopolskiego (gm. Trzcianka) oraz zachodnio-pomorskiego
(gm. Potczyn Zdro;).

Krew do badan pobierano z zyty jarzmowej owiec, uzywa-
jac jako konserwanta EDTA (wersenianu sodu). Nastgpnie
po jej odwirowaniu przy predkosci 4200 rpm pozyskano frak-
cje leukocytow.

Okreslono polimorfizm aminokwaséw genu biatka prio-
nowego (PRNP) w kodonach 136 (A/V), 154 (R/H) i 171

(Q/R/H). Genomowe DNA zostato wyekstrachowane z leu-
kocytéw i1 poddane analizie wedlug zmodyfikowanej meto-
dyki Lithken i wsp. (5). Polimorfizm PRNP w badanych prob-
kach analizowano metoda PCR-RFLP (polimerase chain
reaction - restriction fragments lengths polimorphism). W tym
celu namnazano dwa fragmenty genu PRNP (U67922 Gen-
Bank) kodujacego biatko prionowe (PrP), odpowiednio o dtu-
gosci 1931191 pz metoda PCR. W sktad mieszaniny reakcyj-
nej weszly: genomowy DNA (okoto 200 ng), specyficzne
genowo startery (20 pmola kazdy), mieszanina ANTPs (5 mM
kazdy), MgCl, do koficowego stgzenia 2,5 mM, 0,1 U Taq
polimerazy. Reakcj¢ prowadzono wedhug programu: 94°C —
1,5 min.; 40 cykli: 94°C — 20 s, 56°C — 20 s, 72°C — 20 s;
72°C — 5 min. Sekwencje uzytych starterow przedstawialy
si¢ nastgpujaco: forward — 5’-GGCAGGAGCTGCTG-
CAGCT-3’ (taki sam, zarowno dla namnozenia fragmentu
o dhugosci 193 1 191 pz), reverse — 5’-CACAAAGTTGT-
TCTGGTTACTATC-3’ (dla namnozenia fragmentu o dtugos-
ci 193 pz) i reverse — 5’-CAAAGTTGTTCTGGTTACTA-
TAT-3’ (dla namnozenia fragmentu o dlugosci 191 pz). Sek-
wencja startera forward zostata zaprojektowana w oparciu
o zapis nukleotydowy genu PRNP na odcinku od 22622 do
22640 nukleotydu, a reverse — w oparciu o fragment DNA
genu od 22791 do 22814 nukleotydu (193 pz) i od 22790 do
22812 (191 pz). Reverse starter (191 pz) zmodyfikowano
w taki sposob, ze w przypadku, gdy kodon 171 genu PRNP
kodowat argining otrzymany produkt PCR posiadal miejsce

restrykcyjne rozpoznawane przez enzym BspDI. W przypad-
ku, gdy namnozone fragmenty posiadaty kodon kodujacy
waling w pozycji 136 1 histydyng w pozycji 154, tworzyly si¢
miejsce restrykcyjne dla enzymu BspHI. Zmienione nukleo-
tydy wzgledem wlasciwej sekwencji PRNP zostaty wyroz-
nione pogrubieniem i podkresleniem (ryc. 1).

W celu trawienia fragmentu o dlugosci 193 pz enzymem
BspHI i podwojnego trawienia fragmentu o dhugosci 191 pz
enzymami BspHI i BspDI réwnoczesénie, probki byty inkubo-
wane przez 4 godziny w temperaturze 37°C. Elektroforeza
zostata przeprowadzona w 3,5% zelu agarozowym z dodat-
kiem bromku etydyny. Dodatkowo przeprowadzono sekwen-
cjonowanie produktow PCR i sklonowanych fragmentéw PCR
w plazmidzie, w celu zweryfikowania haplotypow w przy-
padku wieloheterozygotycznych genotypow. Fragmenty PCR
o dlugosci 257 pz zawierajace kodony 136, 154 1 171 zostaly
namnozone przy uzyciu starterow: forward 5’-AACCAACAT-
GAAGCATGTGGCA-3’ i reverse: 5’-TGGTGGTGACT-
GTGTGTTGCTT-3’, ktore sa komplementarne do sekwen-
cji genu PRNP odpowiednio od 22 604 do 22 625 oraz od
22 839 do 22 860 nukleotydu. Do bezposredniego sekwen-
cjonowania produktow PCR i rekombinowanych plazmidow,
niosacych namnozone fragmenty genu, uzyto jednego z dwoch
starterow, ktore wczesniej byty wykorzystane w reakcji PCR.

Bezposrednie sekwencjonowanie czgsci probek przepro-
wadzono na sekwenatorze ABI PRISM 377 (Applied Biosys-

M 1a 2a 3a 4a 5a 6a 1b 2b 3b 4b &b 6b

pz :
193191 — 1 .-hthEDDQ__!!..
166 —
130128 — .
116 — -

Ryc. 1. Genotypowanie PRNP metoda PCR-RFLP. Probki
DNA pochodzace od owiec o réznych genotypach (1-6: 1,
AHQ/ARQ; 2, ARQ/VRQ; 3, ARR/VRQ; 4, ARR/AHQ; 5,
ARQ/ARQ; 6, ARR/ARQ) poddano rozdzialowi elektrofore-
tycznemu na zelu agarozowym z bromkiem etydyny. a: Pro-
dukt PCR o dlugos$ci 193 pz trawiony enzymem BspHI;
b: Produkt PCR o dlugosci 191 pz trawiony enzymami BspHI
i BspDI. Otrzymane fragmenty o odpowiednich dlugo$ciach
(pz) zaznaczono na rysunku. M, marker: mieszanina probek
standadowych (allele PRNP: ARQ, ARR, VRQ i AHQ), na-
mnazane metoda PCR dla fragmentu ,,b” i trawione enzyma-
mi BspHI i BspDI. *: po strawieniu probek o genotypach ARR/
VRQ i ARR/AHQ wg procedury ,,b”, pojawil si¢ dodatkowy
fragment o dlugos$ci 193 pz bez znaczenia diagnostycznego
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tems, Foster City). Sekwencjonowaniu zostaty poddane co
najmniej 3 rozne probki z kazdego genotypowania metoda
PCR-RFLP w celu zweryfikowania rezultatow i okreslenia
wiasciwych warunkéw PCR-RFLP. Catkowita ilo$¢ probek
poddanych sekwencjonowaniu wynosita ok. 10% catos$ci pro-
bek DNA. Sekwencjonowanie potwierdzito rezultaty otrzy-
mane przy pomocy RFLP we wszystkich probkach.

Uzyskane informacje postuzyly do obliczenia frekwencji
genow 1 genotypow, zarowno w obrebie rasy, jak i plci oraz
tacznie obu pici w obrebie rasy, co przedstawiono w tab. 2
oraz narycinach 1,21 3.

Wyniki i omowienie

Rozktad frekwencji alleli u maciorek i trykow zostat
przedstawiony w tab. 2. Wszystkie formy alleliczne
stwierdzono tylko u owcy pomorskiej. Najbardziej po-
zadany allel ARR znaleziony zostal we wszystkich bada-
nych rasach owiec, szczegdlnie wysoki udzial uzyskano
u merynosa polskiego i owcy zelaznenskiej. Cztery alle-
le znaleziono u maciorek zelaznenskich (wszystkie z wy-
jatkiem ARH), a w pozostatych rasach po trzy formy al-

leliczne w r6znych uktadach. Uznany za niekorzystny allel
VRQ znaleziony zostat u maciorek czterech ras: mery-

Tab. 2. Frekwencja alleli PRNP (%) u wybranych ras owiec
w Polsce

Wyszezegblnienie Frekwencja alleli (%)

ARR | ARH | AR | AHo | vRa
Merynos polski
Ogdlnie 56,5 41,9 1,6
Tryki 40,9 59,1
Maciorki 65,0 32,5 2,5
Owca zelazneriska
0gdlnie 46,8 43,6 4,8 4,8
Tryki 27,8 55,6 5,5 11,1
Maciorki 54,5 38,6 4,6 2,3
Owca kamieniecka
Ogdlnie 51,6 4,8 35,5 3,3 4,8
Tryki 60,0 10,0 30,0
Maciorki 47,6 2,4 38,1 4,8 71
Owca pomorska
0gdlnie 40,3 4,8 38,7 6,5 9,7
Tryki 59,1 36,4 4,5
Maciorki 30,0 1,5 40,0 10,0 12,5
Polska owca gorska
Ogdlnie 40,3 53,2 6,5
Tryki 22,2 66,7 11,1
Maciorki 41,7 41,7 4,6
Wrzosdwka polska
0gdlnie 41,9 38,7 19,4
Tryki 40,9 36,4 22,7
Maciorki 42,5 40,5 17,5
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nosa polskiego, zelaznenskiej, pomorskiej (najwyzsza
frekwencja) i kamienieckiej. Na podkreslenie zastuguje
fakt, ze u wrzosowki polskiej i1 polskiej owcy gorskiej
nie stwierdzono allelu VRQ, co wskazywaé moze na uwa-
runkowania znacznej odpornosci tych ras na trzgsawke.
Z kolei u trykow allel VRQ znaleziony zostat tylko u owcy
zelaznenskiej 1 pomorskiej, u ktorej ponadto nie znale-
ziono allelu ARH. Wskazuje to na wystgpowanie mniej-
szego zroznicowania form allelicznych u trykow w po-
rownaniu do maciorek czterech ras: merynosa polskie-
go, owcy zelaznenskiej, pomorskiej i kamienieckiej.
Wystepowanie u trykow wszystkich ras allelu ARR wska-
zuje na mozliwo$¢ prowadzenia skutecznej selekcji
w kierunku zwigkszenia frekwencji jego wystgpowania,
co sugeruja rowniez i inni autorzy (3-5).

Frekwencje wystgpowania genotypoéw PRNP u obu ptci
przedstawiono na ryc. 1 i 2. U obu plci znaleziono wiele
kombinacji uktadéw allelicznych. W przypadku macio-
rek (ryc. 1) zdecydowanie najwigksza liczbg genotypow
wykazano u owcy pomorskiej, a nastgpnie u owcy ka-
mienieckiej. Ponadto u owcy pomorskiej znaleziono
maciorke VRQ/VRQ oraz zdecydowanie najnizszy udziat
genotypu ARR/ARR. Allel VRQ w pozostatych rasach

B ARR/ARR
[0 ARR/ARH
[0 ARR/ARQ
B ARR/AHQ
O ARR/VRQ
H ARQ/ARQ
B ARQ/AHQ
Bl ARH/VRQ
[0 ARQ/VRQ
B AHQ/AHQ
E VRQ/VRQ

60%  80%

40%

0%  20%

100%

Ryec. 2. Frekwencja genotypow PRNP (%) u maciorek bada-
nych ras owiec

WRZ- B ARR/ARR
P0G B ARR/ARH
[ ARR/ARQ
2 POM B ARR/AHQ
€ KAM 0 ARRVRQ
ZEL | B ARQ/ARQ
o , , , B ARQ/AHQ
, , , , : B ARQVRQ

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Ryc. 3. Frekwencja genotypéw PRNP (%) u trykéow bada-
nych ras owiec

B ARR/ARR
O ARR/ARH
[0 ARR/ARQ
B ARR/AHQ
O ARR/VRQ
B ARQ/ARQ
B ARQ/AHQ
B ARH/VRQ
0 ARQ/VRQ
B AHQ/AHQ
E VRQ/VRQ

60% 80% 100%

40%

0%  20%

Ryc. 4. Frekwencja genotypow PRNP (%) u obu plci bada-
nych ras owiec
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(patrz tab. 2) wystgpowal w formie heterozygotycznej
w kombinacjach z r6znymi genami PRNP. Najmniejsze
zréznicowanie w tym zakresie obserwowano u meryno-
sa polskiego, polskiej owcy gorskiej i wrzosdwki. Naj-
korzystniejszy genotyp ARR/ARR w najwigkszym udzia-
le stwierdzono u merynosa polskiego, a nastgpnie u owcy
zelaznenskiej 1 kamienieckiej. Frekwencja genotypow
u trykow (ryc. 2) nie wykazala tak znacznego zréznico-
wania jak u maciorek (ryc. 3). Nie znaleziono ani jedne-
go tryka posiadajacego genotyp VRQ/VRQ. Allel VRQ
egzystowal tylko u dwoéch ras (ryc. 3) i to tylko w formie
heterozygotycznej W przeciwienstwie do maciorek naj-
wyzsza frekwencje genotypu ARR/ARR stwierdzono
uowcy pomorskiej i kamienieckiej. Za niekorzystne
uzna¢ nalezy stosunkowo niska frekwencjg tego genoty-
pu u merynosa polskiego. Generalnie wykazano dalece
posunigte zréznicowanie w frekwencji genotypéw u ma-
ciorek 1 trykow. U maciorek znaleziono znacznie WIQCCJ
kombinacji anizeli u trykdw oraz znacznie wigcej nie-
korzystnych uwarunkowan genetycznych przy stosunko-
WO WYZSZej czqstothwosm wystepowania genotypu ARR/
ARR w poréwnaniu do trykow. Fakt ten wynika¢ moze
z liczebnos$ci monitorowanych zwierzat, ale mimo faktu
przebadania mniejszej liczby trykow na uwagg zastugu-
je fakt ich oddziatywania na duza populacje potomstwa,
co w konsekwencji prowadzi do stwierdzenia, ze przede
wszystkim ta grupa zwierzat powinna zosta¢ poddawana
genotypowaniu, co podkreslali rowniez inni autorzy (1-6).
Zestawienie laczne frekwencji alleli i genotypdw u obu
pici tacznie przedstawiono odpowiednio w tab. 2 i na
ryc. 3. Ten obraz wskazuje na do$¢ duzy udziat pozada-
nego uwarunkowania jakim jest niewatpliwie znaczny
udziat allelu ARR (tab. 2). Niekorzystny z punktu wi-
dzenia niskiej opornos$ci na trzgsawke allel VRQ wyste-
powat w czterech rasach (merynos polski, owca zelaz-
nenska, pomorska i1 kamieniecka), szczegdlnie na wyso-
kim poziomie u owcy pomorskiej i kamienieckiej. Po-
rownujac jednak te wyniki do rezultatéw osiagnigtych
w pracach innych autoréw, czgstotliwosé wystepowania
allelu ARR w krajowych rasach owiec jest znacznie wyz-
sza anizeli w rasach zagranicznych (3-6). Za korzystny
nalezy uzna¢ rezultat braku wystgpowania allelu VRQ
u wrzosowki 1 polskiej owcy gorskiej. Zestawienie wy-
nikoéw dotyczacych frekwencji genotypow (ryc. 3) wska-
zuje na fakt wystgpowania w populacji badanych owiec
11 uwarunkowan. Najwigcej, bo az 10 wykazano u owcy
pomorskiej. W tejze rasie znaleziono takze osobnika ho-
mozygotycznego pod wzgledem allelu VRQ. Najmniej-
sze zrdznicowanie wystgpowania kombinacji genetycz-
nych stwierdzono u merynosa polskiego (tylko 4 kom-
binacje) oraz u polskiej owcy gorskiej (5 kombmacp)
co wskazuje na relatywnie wysoki stopien wyréwnania
genetycznego w tych rasach w zakresie badanych uwa-
runkowan. Za ciekawy nalezy uznac¢ fakt, iz mimo braku
selekcji w tym kierunku, czgstotliwos¢ wystgpowania roz-
nych genotypow jest niska w rasach o dlugo prowadzo-
nej pracy hodowlanej, w szczegolnosc1 w rasach rodzi-
mych, na co wskazywali rowniez i inni badacze (1, 3, 5).
Generalnie z przeprowadzonego monitoringu wystepo-
wania genotypOw wrazliwych na trzgsawke, wskazaé
mozna na konieczno$¢ organizacji programu hodowla-
nego zmierzajacego do wyeliminowania niekorzystnych
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uwarunkowan, w tym przede wszystkim allelu VRQ, przy
dazeniach do ciaglego zwigkszania czgstotliwosci wyste-
powania allelu ARR.

Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych badan monitoringo-
wych dotyczacych szesciu krajowych rasa owiec, stwier-
dzono wystgpowanie wszystkich 5 alleli genu PRNP.
Najnizszym zréznicowaniem form allelicznych genu
PRNP charakteryzowaly si¢ owce ras: merynos polski
(ARR, ARQ i VRQ), polska owca gorska i wrzosowka
(ARR, ARQ i AHQ). Natomiast wszystkie pig¢ alleli
obserwowano u polskich owiec dlugowetistych (pomor-
ska 1 kamieniecka). Z kolei najbardziej korzystna frek-
wencj¢ allelu ARR wykazano u merynosa polskiego,
owcy kamienieckiej i zelaznenskiej, w szczegdlnosci
u maciorek. U polskiej owcy gorskiej i wrzosowki nie
stwierdzono wystgpowania allelu VRQ. Natomiast u ba-
danych ras owiec znaleziono tacznie 11 genotypow, kto-
rych kombinacja jest odzwierciedleniem frekwencji al-
leli 1 jest zréznicowana w zaleznosci od rasy. Wykazano
roOwniez znacznie wigksze zroznicowanie zaroOwno czgs-
totliwosci wystgpowania alleli, jak i genotypdéw u ma-
ciorek w poréwnaniu z trykami.

Przeprowadzone badania wskazuja na potrzebg opra-
cowania programu hodowlanego, ktorego celem bedzie
monitoring wystgpowania uwarunkowan genetycznych
trzgsawki oraz na drodze selekcji oddziatywanie na ogra-
niczenie wystgpowania niekorzystnym uwarunkowaniom
(VRQ) oraz wzrost czgstotliwosci wystepowania allelu
ARR w krajowym pogtowiu owiec. Dziatalno$¢ taka jest
bardzo potrzebna, rowniez ze wzgledu na stosowne dy-
rektywy Unii Europejskiej (7-9), do ktorych honorowa-
nia Polska zostala zobowiazana. Stosowne programy
hodowlane nalezy opracowa¢ dla kazdej rasy z osobna,
ze wzgledu na wystepujace roéznice w frekwencji alleli
1 genotypow genu PRNP.
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