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Praca oryginalna Original paper

W 2001 r. Parlament UE ustanowi³ regu³y prawne
dotycz¹ce zapobiegania, kontroli i zwalczania pasa-
¿owalnych encefalopatii g¹bczastych (regulacja nr 999/
2001/EC) (7).

W 2003 r. poprzez decyzjê nr 2003/100/EC (8),
Komisja Europejska ustanowi³a obowi¹zkowe utwo-
rzenie schematów hodowlanych skierowanych na
zwiêkszanie genetycznej oporno�ci na trzêsawkê
w ka¿dej z ras owiec w Europie. Ponadto w regulacji
nr 260/2003/EC (9) postanowiono o zwalczaniu TSE
u owiec i kóz oraz uregulowano kwestiê handlu ¿ywy-
mi owcami i kozami oraz embrionami byd³a. Trzêsaw-
ka (scarpie), podobnie jak BSE u krów i choroba
Creutzfeldta-Jakoba u ludzi, jest naturalnie pojawia-
j¹c¹ siê form¹ pasa¿owalnej encefalopatii g¹bczastej
(TSE). Przypuszcza siê, ¿e bia³ko prionowe (PrP) jest
odpowiedzialne za wystêpowanie trzêsawki u owiec.

W genie PRNP zaobserwowano szereg polimorfizmów
w kodonach 136, 154 i 171, który wydaje siê odpo-
wiedzialny za (genetyczn¹) oporno�æ lub wra¿liwo�æ
na trzêsawkê (1, 2, 5).

Ponadto stwierdzono, ¿e allel ARR gwarantuje naj-
mniejsz¹ wra¿liwo�æ na trzêsawkê. Zaobserwowano,
¿e w Wielkiej Brytanii i w Holandii allel VRQ, a w
innych krajach Europy allele ARQ i AHQ s¹ odpo-
wiedzialne za du¿y stopieñ wra¿liwo�ci na trzêsawkê.
Allel VRQ wystêpowa³ najrzadziej u owiec, u których
stwierdzono kliniczne objawy trzêsawki. Dlatego te¿
selekcja na allel ARR jest podstawowym narzêdziem
eliminowania i kontroli trzêsawki u owiec (3-5). Pod-
jêto próbê zmonitorowania frekwencji piêciu alleli trzê-
sawki (ARR, ARH, ARQ, AHQ, VRQ) oraz ich geno-
typów wystêpuj¹cych u takich krajowych ras owiec,
jak: wrzosówka polska, polska owca górska, owca ka-
mieniecka, owca pomorska, owca ¿elazneñska oraz
merynos polski.

Polimorfizm genu PRNP w kodonach 136, 154 i 171
u polskich ras owiec*)
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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.
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Materia³ i metody
W okresie od lipca 2002 r. do maja 2003 r.

badaniom poddano owce sze�ciu krajowych
ras: merynos polski, owca ¿elazneñska, po-
morska, kamieniecka, polska owca górska
i wrzosówka. Liczbê zwierz¹t z uwzglêdnie-
niem p³ci i wieku wg ras przedstawia tab. 1.

W celu okre�lenia polimorfizmu genu
PRNP pobrano próbki krwi od mo¿liwie nie-
spokrewnionych ze sob¹ zwierz¹t pochodz¹-
cych z ró¿nych rejonów Polski. Stada mery-
nosa polskiego wystêpowa³y na terenie woj.
kujawsko-pomorskiego w gminach: Kruszwi-
ca, Z³otniki Kujawskie, Pako�æ, Zbójno, Lipno, £abiszyn,
Inowroc³aw i Mogilno. Stada rasy nale¿¹cej do grupy pol-
skich owiec nizinnych � owcy ¿elazneñskiej � zlokalizowane
by³y w woj. ³ódzkim (gm. Skierniewice) i podlaskim (gm.
Janów). Polskie owce d³ugowe³niste wystêpowa³y, odpowied-
nio dla rasy kamienieckiej: w woj. warmiñsko-mazurskim (gm.
Bisztynek, Szczytno, Susz, I³awa) i mazowieckim (gm. Kucz-
bork-Osada i Sierpc) oraz dla rasy pomorskiej: w woj. po-
morskim (gm. Wicko, Szemud, Chmielno, Stê¿yce, £êczyce,
Stara Kiszewa) i zachodnio-pomorskim (gm. Szczecinek,
Postomino, S³awno). Stada polskiej owcy górskiej pochodzi-
³y z rejonu woj. ma³opolskiego z gmin: Nowy Targ, Szaflary
i £apsze Ni¿ne. Stada owiec rasy wrzosówka zlokalizowane
by³y na terenach województw: ³ódzkiego (gm. Skierniewice),
podlaskiego (gm. Janów, Korycin, Ku�nica i Sokó³ka), wiel-
kopolskiego (gm. Trzcianka) oraz zachodnio-pomorskiego
(gm. Po³czyn Zdrój).

Krew do badañ pobierano z ¿y³y jarzmowej owiec, u¿ywa-
j¹c jako konserwanta EDTA (wersenianu sodu). Nastêpnie
po jej odwirowaniu przy prêdko�ci 4200 rpm pozyskano frak-
cjê leukocytów.

Okre�lono polimorfizm aminokwasów genu bia³ka prio-
nowego (PRNP) w kodonach 136 (A/V), 154 (R/H) i 171
 (Q/R/H). Genomowe DNA zosta³o wyekstrachowane z leu-
kocytów i poddane analizie wed³ug zmodyfikowanej meto-
dyki Lühken i wsp. (5). Polimorfizm PRNP w badanych prób-
kach analizowano metod¹ PCR-RFLP (polimerase chain
reaction - restriction fragments lengths polimorphism). W tym
celu namna¿ano dwa fragmenty genu PRNP (U67922 Gen-
Bank) koduj¹cego bia³ko prionowe (PrP), odpowiednio o d³u-
go�ci 193 i 191 pz metod¹ PCR. W sk³ad mieszaniny reakcyj-
nej wesz³y: genomowy DNA (oko³o 200 ng), specyficzne
genowo startery (20 pmola ka¿dy), mieszanina dNTPs (5 mM
ka¿dy), MgCl2

 do koñcowego stê¿enia 2,5 mM, 0,1 U Taq
polimerazy. Reakcjê prowadzono wed³ug 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 u¿ytych starterów przedstawia³y
siê nastêpuj¹co: forward � 5�-GGCAGGAGCTGCTG-
CAGCT-3� (taki sam, zarówno dla namno¿enia fragmentu
o d³ugo�ci 193 i 191 pz), reverse � 5�-CACAAAGTTGT-
TCTGGTTACTATC-3� (dla namno¿enia fragmentu o d³ugo�-
ci 193 pz) i reverse � 5�-CAAAGTTGTTCTGGTTACTA-
TAT-3� (dla namno¿enia fragmentu o d³ugo�ci 191 pz). Sek-
wencja startera forward zosta³a 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 sposób, ¿e w przypadku, gdy kodon 171 genu PRNP
kodowa³ argininê otrzymany produkt PCR posiada³ miejsce

restrykcyjne rozpoznawane przez enzym BspDI. W przypad-
ku, gdy namno¿one fragmenty posiada³y kodon koduj¹cy
walinê w pozycji 136 i histydynê w pozycji 154, tworzy³y siê
miejsce restrykcyjne dla enzymu BspHI. Zmienione nukleo-
tydy wzglêdem w³a�ciwej sekwencji PRNP zosta³y wyró¿-
nione pogrubieniem i podkre�leniem (ryc. 1).

W celu trawienia fragmentu o d³ugo�ci 193 pz enzymem
BspHI i podwójnego trawienia fragmentu o d³ugo�ci 191 pz
enzymami BspHI i BspDI równocze�nie, próbki by³y inkubo-
wane przez 4 godziny w temperaturze 37°C. Elektroforeza
zosta³a przeprowadzona w 3,5% ¿elu agarozowym z dodat-
kiem bromku etydyny. Dodatkowo przeprowadzono sekwen-
cjonowanie produktów PCR i sklonowanych fragmentów PCR
w plazmidzie, w celu zweryfikowania haplotypów w przy-
padku wieloheterozygotycznych genotypów. Fragmenty PCR
o d³ugo�ci 257 pz zawieraj¹ce kodony 136, 154 i 171 zosta³y
namno¿one przy u¿yciu starterów: forward 5�-AACCAACAT-
GAAGCATGTGGCA-3� i reverse: 5�-TGGTGGTGACT-
GTGTGTTGCTT-3�, które s¹ komplementarne do sekwen-
cji genu PRNP odpowiednio od 22 604 do 22 625 oraz od
22 839 do 22 860 nukleotydu. Do bezpo�redniego sekwen-
cjonowania produktów PCR i rekombinowanych plazmidów,
nios¹cych namno¿one fragmenty genu, u¿yto jednego z dwóch
starterów, które wcze�niej by³y wykorzystane w reakcji PCR.

Bezpo�rednie sekwencjonowanie czê�ci próbek przepro-
wadzono na sekwenatorze ABI PRISM 377 (Applied Biosys-
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Tab. 1: Liczba zwierz¹t i struktura wiekowa badanych ras owiec

Ryc. 1. Genotypowanie PRNP metod¹ PCR-RFLP. Próbki
DNA pochodz¹ce od owiec o ró¿nych genotypach (1-6: 1,
AHQ/ARQ; 2, ARQ/VRQ; 3, ARR/VRQ; 4, ARR/AHQ; 5,
ARQ/ARQ; 6, ARR/ARQ) poddano rozdzia³owi elektrofore-
tycznemu na ¿elu agarozowym z bromkiem etydyny. a: Pro-
dukt PCR o d³ugo�ci 193 pz trawiony enzymem BspHI;
b: Produkt PCR o d³ugo�ci 191 pz trawiony enzymami BspHI
i BspDI. Otrzymane fragmenty o odpowiednich d³ugo�ciach
(pz) zaznaczono na rysunku. M, marker: mieszanina próbek
standadowych (allele PRNP: ARQ, ARR, VRQ i AHQ), na-
mna¿ane metod¹ PCR dla fragmentu �b� i trawione enzyma-
mi BspHI i BspDI. *: po strawieniu próbek o genotypach ARR/
VRQ i ARR/AHQ wg procedury �b�, pojawi³ siê dodatkowy
fragment o d³ugo�ci 193 pz bez znaczenia diagnostycznego



Medycyna Wet. 2006, 62 (8)940

tems, Foster City). Sekwencjonowaniu zosta³y poddane co
najmniej 3 ró¿ne próbki z ka¿dego genotypowania metod¹
PCR-RFLP w celu zweryfikowania rezultatów i okre�lenia
w³a�ciwych warunków PCR-RFLP. Ca³kowita ilo�æ próbek
poddanych sekwencjonowaniu wynosi³a ok. 10% ca³o�ci pró-
bek DNA. Sekwencjonowanie potwierdzi³o rezultaty otrzy-
mane przy pomocy RFLP we wszystkich próbkach.

Uzyskane informacje pos³u¿y³y do obliczenia frekwencji
genów i genotypów, zarówno w obrêbie rasy, jak i p³ci oraz
³¹cznie obu p³ci w obrêbie rasy, co przedstawiono w tab. 2
oraz na rycinach 1, 2 i 3.

Wyniki i omówienie
Rozk³ad frekwencji alleli u maciorek i tryków zosta³

przedstawiony w tab. 2. Wszystkie formy alleliczne
stwierdzono tylko u owcy pomorskiej. Najbardziej po-
¿¹dany allel ARR znaleziony zosta³ we wszystkich bada-
nych rasach owiec, szczególnie wysoki udzia³ uzyskano
u merynosa polskiego i owcy ¿elazneñskiej. Cztery alle-
le znaleziono u maciorek ¿elazneñskich (wszystkie z wy-
j¹tkiem ARH), a w pozosta³ych rasach po trzy formy al-
leliczne w ró¿nych uk³adach. Uznany za niekorzystny allel
VRQ znaleziony zosta³ u maciorek czterech ras: mery-

nosa polskiego, ¿elazneñskiej, pomorskiej (najwy¿sza
frekwencja) i kamienieckiej. Na podkre�lenie zas³uguje
fakt, ¿e u wrzosówki polskiej i polskiej owcy górskiej
nie stwierdzono allelu VRQ, co wskazywaæ mo¿e na uwa-
runkowania znacznej odporno�ci tych ras na trzêsawkê.
Z kolei u tryków allel VRQ znaleziony zosta³ tylko u owcy
¿elazneñskiej i pomorskiej, u której ponadto nie znale-
ziono allelu ARH. Wskazuje to na wystêpowanie mniej-
szego zró¿nicowania form allelicznych u tryków w po-
równaniu do maciorek czterech ras: merynosa polskie-
go, owcy ¿elazneñskiej, pomorskiej i kamienieckiej.
Wystêpowanie u tryków wszystkich ras allelu ARR wska-
zuje na mo¿liwo�æ prowadzenia skutecznej selekcji
w kierunku zwiêkszenia frekwencji jego wystêpowania,
co sugeruj¹ równie¿ i inni autorzy (3-5).

Frekwencjê wystêpowania genotypów PRNP u obu p³ci
przedstawiono na ryc. 1 i 2. U obu p³ci znaleziono wiele
kombinacji uk³adów allelicznych. W przypadku macio-
rek (ryc. 1) zdecydowanie najwiêksz¹ liczbê genotypów
wykazano u owcy pomorskiej, a nastêpnie u owcy ka-
mienieckiej. Ponadto u owcy pomorskiej znaleziono
maciorkê VRQ/VRQ oraz zdecydowanie najni¿szy udzia³
genotypu ARR/ARR. Allel VRQ w pozosta³ych rasach
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Tab. 2. Frekwencja alleli PRNP (%) u wybranych ras owiec
w Polsce
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Ryc. 4. Frekwencja genotypów PRNP (%) u obu p³ci bada-
nych ras owiec
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Ryc. 3. Frekwencja genotypów PRNP (%) u tryków bada-
nych ras owiec
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Ryc. 2. Frekwencja genotypów PRNP (%) u maciorek bada-
nych ras owiec
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(patrz tab. 2) wystêpowa³ w formie heterozygotycznej
w kombinacjach z ró¿nymi genami PRNP. Najmniejsze
zró¿nicowanie w tym zakresie obserwowano u meryno-
sa polskiego, polskiej owcy górskiej i wrzosówki. Naj-
korzystniejszy genotyp ARR/ARR w najwiêkszym udzia-
le stwierdzono u merynosa polskiego, a nastêpnie u owcy
¿elazneñskiej i kamienieckiej. Frekwencja genotypów
u tryków (ryc. 2) nie wykaza³a tak znacznego zró¿nico-
wania jak u maciorek (ryc. 3). Nie znaleziono ani jedne-
go tryka posiadaj¹cego genotyp VRQ/VRQ. Allel VRQ
egzystowa³ tylko u dwóch ras (ryc. 3) i to tylko w formie
heterozygotycznej. W przeciwieñstwie do maciorek naj-
wy¿sz¹ frekwencjê genotypu ARR/ARR stwierdzono
u owcy pomorskiej i kamienieckiej. Za niekorzystne
uznaæ nale¿y stosunkowo nisk¹ frekwencjê tego genoty-
pu u merynosa polskiego. Generalnie wykazano dalece
posuniête zró¿nicowanie w frekwencji genotypów u ma-
ciorek i tryków. U maciorek znaleziono znacznie wiêcej
kombinacji ani¿eli u tryków oraz znacznie wiêcej nie-
korzystnych uwarunkowañ genetycznych przy stosunko-
wo wy¿szej czêstotliwo�ci wystêpowania genotypu ARR/
ARR w porównaniu do tryków. Fakt ten wynikaæ mo¿e
z liczebno�ci monitorowanych zwierz¹t, ale mimo faktu
przebadania mniejszej liczby tryków na uwagê zas³ugu-
je fakt ich oddzia³ywania na du¿¹ populacjê potomstwa,
co w konsekwencji prowadzi do stwierdzenia, ¿e przede
wszystkim ta grupa zwierz¹t powinna zostaæ poddawana
genotypowaniu, co podkre�lali równie¿ inni autorzy (1-6).

Zestawienie ³¹czne frekwencji alleli i genotypów u obu
p³ci ³¹cznie przedstawiono odpowiednio w tab. 2 i na
ryc. 3. Ten obraz wskazuje na do�æ du¿y udzia³ po¿¹da-
nego uwarunkowania jakim jest niew¹tpliwie znaczny
udzia³ allelu ARR (tab. 2). Niekorzystny z punktu wi-
dzenia niskiej oporno�ci na trzêsawkê allel VRQ wystê-
powa³ w czterech rasach (merynos polski, owca ¿elaz-
neñska, pomorska i kamieniecka), szczególnie na wyso-
kim poziomie u owcy pomorskiej i kamienieckiej. Po-
równuj¹c jednak te wyniki do rezultatów osi¹gniêtych
w pracach innych autorów, czêstotliwo�æ wystêpowania
allelu ARR w krajowych rasach owiec jest znacznie wy¿-
sza ani¿eli w rasach zagranicznych (3-6). Za korzystny
nale¿y uznaæ rezultat braku wystêpowania allelu VRQ
u wrzosówki i polskiej owcy górskiej. Zestawienie wy-
ników dotycz¹cych frekwencji genotypów (ryc. 3) wska-
zuje na fakt wystêpowania w populacji badanych owiec
11 uwarunkowañ. Najwiêcej, bo a¿ 10 wykazano u owcy
pomorskiej. W tej¿e rasie znaleziono tak¿e osobnika ho-
mozygotycznego pod wzglêdem allelu VRQ. Najmniej-
sze zró¿nicowanie wystêpowania kombinacji genetycz-
nych stwierdzono u merynosa polskiego (tylko 4 kom-
binacje) oraz u polskiej owcy górskiej (5 kombinacji),
co wskazuje na relatywnie wysoki stopieñ wyrównania
genetycznego w tych rasach w zakresie badanych uwa-
runkowañ. Za ciekawy nale¿y uznaæ fakt, i¿ mimo braku
selekcji w tym kierunku, czêstotliwo�æ wystêpowania ró¿-
nych genotypów jest niska w rasach o d³ugo prowadzo-
nej pracy hodowlanej, w szczególno�ci w rasach rodzi-
mych, na co wskazywali równie¿ i inni badacze (1, 3, 5).
Generalnie z przeprowadzonego monitoringu wystêpo-
wania genotypów wra¿liwych na trzêsawkê, wskazaæ
mo¿na na konieczno�æ organizacji programu hodowla-
nego zmierzaj¹cego do wyeliminowania niekorzystnych

uwarunkowañ, w tym przede wszystkim allelu VRQ, przy
d¹¿eniach do ci¹g³ego zwiêkszania czêstotliwo�ci wystê-
powania allelu ARR.

Podsumowanie
Na podstawie przeprowadzonych badañ monitoringo-

wych dotycz¹cych sze�ciu krajowych rasa owiec, stwier-
dzono wystêpowanie wszystkich 5 alleli genu PRNP.
Najni¿szym zró¿nicowaniem form allelicznych genu
PRNP charakteryzowa³y siê owce ras: merynos polski
(ARR, ARQ i VRQ), polska owca górska i wrzosówka
(ARR, ARQ i AHQ). Natomiast wszystkie piêæ alleli
obserwowano u polskich owiec d³ugowe³nistych (pomor-
ska i kamieniecka). Z kolei najbardziej korzystn¹ frek-
wencjê allelu ARR wykazano u merynosa polskiego,
owcy kamienieckiej i ¿elazneñskiej, w szczególno�ci
u maciorek. U polskiej owcy górskiej i wrzosówki nie
stwierdzono wystêpowania allelu VRQ. Natomiast u ba-
danych ras owiec znaleziono ³¹cznie 11 genotypów, któ-
rych kombinacja jest odzwierciedleniem frekwencji al-
leli i jest zró¿nicowana w zale¿no�ci od rasy. Wykazano
równie¿ znacznie wiêksze zró¿nicowanie zarówno czês-
totliwo�ci wystêpowania alleli, jak i genotypów u ma-
ciorek w porównaniu z trykami.

Przeprowadzone badania wskazuj¹ na potrzebê opra-
cowania programu hodowlanego, którego celem bêdzie
monitoring wystêpowania uwarunkowañ genetycznych
trzêsawki oraz na drodze selekcji oddzia³ywanie na ogra-
niczenie wystêpowania niekorzystnym uwarunkowaniom
(VRQ) oraz wzrost czêstotliwo�ci wystêpowania allelu
ARR w krajowym pog³owiu owiec. Dzia³alno�æ taka jest
bardzo potrzebna, równie¿ ze wzglêdu na stosowne dy-
rektywy Unii Europejskiej (7-9), do których honorowa-
nia Polska zosta³a zobowi¹zana. Stosowne programy
hodowlane nale¿y opracowaæ dla ka¿dej rasy z osobna,
ze wzglêdu na wystêpuj¹ce ró¿nice w frekwencji alleli
i genotypów genu PRNP.
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