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LIETUVOS JUODGALVIU IR LIETUVOS VIETINIU STURKSCIAVILNIU AVIU VEISLIU
PrP GENO POLIMORFIZMAS

Rasa Volskiené, Ilona Miceikiené
Gyviiny veisimo ir genetikos katedra, Lietuvos veterinarijos akademija, Tilzés g. 18, LT-47181, Kaunas

Santrauka. Tyrimams pasirinktos Lietuvos juodgalvés ir Lietuvos vietinés Siurk$Ciavilnés avys. Sekvenavimo
metodu iStirtas 56 individy prioninio baltymo (PrP) geno polimorfizmas. Aviy PrP geno treio egzono 939 bp
fragmentai amplifikuoti ir iSanalizuoti tiesioginio sekvenavimo buidu. ISaiSkintas 136, 154 ir 171 kodonuose esantis
polimorfizmas ir aptikti trys skirtingi haplotipai (ARR, ARQ, AHQ). Nustacius 136, 154 ir 171 kodony polimorfizma,
tirtose veislése ARR (atsparumo skrepi ligai) alelis aptiktas heterozigotinés ir homozigotinés biisenos. Labai didelg
susirgimo rizika lemiantis VRQ alelis aptiktas nebuvo.
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PRION PROTEIN GENE POLYMORPHISMS IN LITHUANIAN COARSEWOOL NATIVE
AND LITHUANIAN BLACKFACE SHEEP BREEDS
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Summary. Fifty-six sheep of Lithuanian coarsewool native and Lithuanian blackface breeds were sequence
analyzed for polymorphisms in the prion protein (PrP) gene. Genotype and allele frequencies of polymorphisms in PrP
known to confer resistance to scrapie, a fatal neurodegenerative disease of sheep. A 939 bp fragment of exon 3 from
ovine PrP gene was amplified by PCR and analyzed by direct sequencing. Double heterozygous genotypes were further
verified by PCR cloning and sequence analysis. Known polymorphisms at codons 136, 154 and 171 were observed, and
three different haplotypes (ARR, ARQ, AHQ) were determined. Based on the polymorphisms observed at codons 136,
154 and 171, sheep population of Lithuanian coarsewool native and Lithuanian blackface breeds showed the resistant
ARR allele in different frequencies. High risk VRQ allele did not occurred.
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Ivadas. Aviy skrepi liga Jungtingje Karalystéje baltymo (PrP°) kitimas ir proteazei atsparaus prioninio
apraSyta jau prie§ 270 mety. XVIII amziuje DidZiojoje  baltymo (PrP*) kaupimasis infekuoto gyvulio smegenyse
Britanijoje kilusios epidemijos metu krito istisos gyvuliy ~ (Bossers et al., 1996). Infekuoti prionai yra netirpas,
bandos (Parry, 1962). rezistentiski  proteinazei, fiziniam bei cheminiam

Skrepi — létai progresuojanti, pazeidzianti centring poveikiui, jvairiems detergentams ir radiacijai. Verdant jie
nervy sistema mirtina infekciné liga. Jai budingas ilgas iSlieka gyvybingi 30-60 min., iSdziovinti — 2 metus.
inkubacinis periodas (2-7 m.) ir léti degeneraciniai  Ekstremaliomis salygomis i§ visy gyvy organizmy prionai
pokyciai centrinéje nervy sistemoje. Ligos pozymiai — ziva paskutiniai. Uz prioninio baltymo teorijos
padidéjes gyvulio jautrumas, judesiy koordinacijos pagrindima 1997 metais Stenlis Prusineris buvo
sutrikimai, kiino drebulys, smarkus kiino niez&jimas, apdovanotas Nobelio premija. Baltymas, sukeliantis
vilnos slinkimas, organizmo i$sekimas, paralyZius, skrepi liga, buvo pavadintas PrP* skrepi baltymu.
gai$imas (Goldmann et al., 1994). Aviy PrP genas, sudarytas i$ trijy egzony, aptinkamas

Skrepi priskiriama transmisiniy  spongiforminiy 13 chromosomoje. Irodyta, kad aviy PrP geno trecio
encefalopatijy (TSE) grupei. TSE — tai prioninés ligos, egzono 136, 154 ir 171 kodony genotipai tvirtai susij¢ su
kurioms priklauso galviju spongiforminé encefalopatija  jautrumu skrepi ligai (Goldmann et al., 1990; 1994; Belt
(BSE), zmoniy Creutzfeldt-Jakobo liga (CJD), et al., 1995; Clousard et al., 1995; Bossers et al., 1996;
Gerstmanno-Strausslerio-Scheinkerio sindromas (GSS), Hunter et al. 1994; 1997; 2000). Pasaulio aviy
kuru (Acutis et al., 2004). populiacijoje nustatyti penki dazniausiai pasitaikantys

Prionai — 1982 metais mokslininko Stenlio Prusinerio  haplotipai: ARR, AHQ, ARH, ARQ ir VRQ (Belt et al.,
atrasta nauja infekcijos sukéléjy klasé. Jie yra unikalis, 1995) ir trys retai pasitaikantys: VRR, AHR, ARK
nesudétingi, mazesni uz virusus, labai atspariis kar§¢iui  (Kutzer et al., 2002; Tkacikova et al., 2003; Guo et al.,
baltymai, juose néra nukleininiy riig8§iy. Tuo prionai  2003). [vairiais tyrimo metodais jrodyta, kad avys, PrP
skiriasi nuo visy zinomy mikroorganizmy. Prioninius gene turin¢ios homozigotini ARR alelj, genetiskai yra
susirgimus  sukelia prioniniai baltymai, verCiantys visiSkai atsparios skrepi infekcijai. Tuo tarpu gyvuliai,
normalius baltymus keisti forma ir pradéti grandining turintys homozigotini VRQ aleli, — visi§kai neatspariis
reakcijg, sukelianfia mirtinus pokycius organizmuose. skrepi infekcijai ir priklauso didelés rizikos grupei
Prioniniams susirgimams biidingas normalaus prioninio  (Heggebo et al., 2002; Baylis et al., 2004; Moum et al.,
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2005). Pastaraji deSimtmeti kai kuriose Europos Salyse
pradétos valstybinés ligai atspariy bandy kiirimo
programos, selekcijai panaudojant tik ARR alelj turincias
avis (Schreuder et al., 1997; Kao et al., 2001). Siuo metu
visose Europos Sajungos Salyse siekiama igyvendinti
privalomas TSE atspariy aviy veisimo programas
(Komisija 2003/100/EB).

Medziagos ir metodai. Tyrimams pasirinktos
Lietuvos juodgalviy ir Lietuvos vietiniy Siurkséiavilniy
veisliy avys. IStirti 56 negiminingi, sveiki, 10 mety ir
vyresni individai i$ atsitiktiniy SeSiy aviy bandy.

DNR  skyrimui taikyta standartiné fenoliné-
chloroforminé DNR skyrimo i$ kraujo metodika (Miller et
al., 1988). Amplifikacijai naudoti PrP_3F 5’-AAA AGC
CAC ATA GGC AGT TG-3’ ir PrP_4R 5’-CAG CAT
CTC ATG TCT GCT TG-3’ pradmenys (geny banko
katalogo Nr. M31313). I§ aviy PrP geno trecio egzono
amplifikuotas 939 bp ilgio prioninio baltymo geno
fragmentas. PGR atlikti vienam meéginiui naudota: 15 pl 1
proc. DMSO, po 6 uM pradmeny, 100 uM dNTP, 0,5 U
Tag polimerazeés (Q-Biogene, Heidelberg, Vokietija), 30
ng genominés DNR. PGR atlikta termocikleryje PTC-100
pagal programa: pirminé denatiiracija 94°C — 5 min ir 32
ciklai: 94°C — 45 s (denatiiracija), 58°C — 45 s
(oligonukleotidy prisijungimas), 72°C — 80 s (DNR
grandinés sintez€¢) (MJ Research, Hess. Oldendorf,
Vokietija). DNR sekai nustatyti naudotas fluorescensinis
sekvenavimo paketas su 7-deaza-dGTP (Amersham
farmacija Biotech, Freiburg, Vokietija). Imta: 100 uM
ddNTP, 4 pM fluorescuojan¢iy 5°-IRD700 zymeny
pradmeny (PrP3/4_S700 5°-AAG GTG GTA GCC ACA
GTC AG-3’), 1 proc. DMSO ir 1,5 pl anksiau gauto
PGR produkto. PGR atliekama tokia tvarka: denatiiracija
94°C — 3 min ir 32 ciklai: 94°C — 45 s, 57°C — 45 s, 72°C
— 45 s. Sekvenavimo reakcija atlickama LI-COR 4200
DNA sekvenatoriumi (LICOR, Bad Homburg, Vokietija)
6 proc. denatiiruotame poliakrilamidiniame gelyje.
Sekvenatoriaus 4.2 programiné jranga (Gene Codes, Ann
Arbor, JAV) pritaikyta pavieniy nukleotidy polimorfizmui
identifikuoti. PrP  geno  haplotipams  patvirtinti
heterozigotiniy gyvuliuy PGR produktai dauginami
naudojant ,,pDrive Cloning Vector QIAGEN” PGR
paketa (Qiagen, Hilden, Vokietija).

Tyrimy rezultatai. Tyrimo metu nustatytas Lietuvos
juodgalviy ir Lietuvos vietiniy Siurk$¢iavilniy aviy veisliy
triju PrP geno kodony — 136, 154 ir 171 polimorfizmas.
Abiejy tirty aviy veisliy 171 kodone rasti gliutamino ir
arginino aleliai. Galimi histidino ar lizino aleliai Siame
kodone nebuvo aptikti. 154 kodone aptikti abu galimi
aleliai — argininas ir histidinas. 136 kodonas nebuvo
polimorfiskas. Jame aptiktas tik pageidaujamas alanino
alelis.

PrP geno haplotipy pasiskirstymas Lietuvos vietiniy
Siurks¢iavilniy ir Lietuvos juodgalviy aviy veislése
pateiktas 1 ir 2 pav.

Tarp tirty individy skirtingu dazniu aptikti trys
haplotipai: ARR, ARQ ir AHQ. Pageidaujamas ARR
haplotipas Lietuvos juodgalviy aviy tarpe sudaré 48,1
proc., o tarp Lietuvos vietiniy Siurks¢iavilniy — 35,5 proc.
Aviy populiacijoje daZniausiai pasitaikantis ARQ
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haplotipas Lietuvos vietiniy Siurk$ciavilniy tarpe sudaré
53,3 proc., o Lietuvos juodgalviy aviy — 36,5 proc. AHQ
haplotipas Lietuvos juodgalviy aviy veisléje sudaré 15,4
proc., o Lietuvos vietiniy Siurk§¢iavilniy — 11,7 proc.

Lietuvos juodgalvés

15,4

48,1

OARR(%) 0 ARQ(%) B AHQ(%)

1 pav. PrP geno haplotipy pasiskirstymas Lietuvos
juodgalviy aviy veisléje

Lietuvos viet. SiurkSc¢iavilnés

OARR(%) B ARQ(%) B AHQ(%)

2 pav. PrP geno haplotipy pasiskirstymas Lietuvos
vietiniy Siurksciavilniy aviy veisléje

Tirtose Lietuvos juodgalviy ir Lietuvos vietiniy
Siurksciavilniy aviy veislése skirtingu dazniu aptikti penki
PrP geno genotipai: ARR/ARR, ARR/ARQ, ARR/AHQ,
ARQ/AHQ, ARQ/ARQ. Lyginant su kity mokslininky
duomenimis, Lietuvos juodgalviy ir Lietuvos vietiniy
Siurk$Ciavilniy  aviy  veislése  rastas =~ mazesnis
polimorfizmas nei texel aviy veisléje, kurioje aptinkama
17 genotipy, pieningje fryzy veislgje — 7 (Kutzer et al.,
2002), Mongolijos aviy veislése — 16 (Gombojav et al.,
2003), Slovakijos — 9 skirtingi genotipai (Holko et al.,
2005).

Didziosios Britanijos nacionalinio skrepi plano
nustatytos PrP geno genotipy rizikos grupés (DEFRA,
2004) pateiktos lenteléje.
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Lentelé. PrP geno genotipy rizikos grupés (DEFRA,
2004)

Rizikos Aviu -
. atsparumas/jautrumas Genotipai
grupe skrepi infekcijai
1 Visiskai atsparios ARR/ARR
ARR/AHQ,
2 Atsparios ARR/ARH,
ARR/ARQ
AHQ/AHQ,
AHQ/ARH,
. . AHQ/ARQ,
3 Mazai atsparios ARH/ARH,
ARH/ARQ,
ARQ/ARQ
4 Jautrios ARQ/VRQ
VRQ/VRQ,
5 Labai jautrios ngﬁggz
VRQ/AHQ

Lietuvos juodgalvés

I rizikos gr., % Bl rizikos gr., % O lllrizikos gr., %

3 pav. Lietuvos juodgalviy veislés aviy PrP geno
genotipy pasiskirstymas pagal rizikos grupes

Lietuvos viet. SiurkSciavilnés

10,0

40,0

| rizikos gr., % [ |l rizikos gr., % O lll rizikos gr., %

4 pav. Lietuvos vietiniy Siurks¢iavilniy veislés aviy
PrP geno genotipy pasiskirstymas pagal rizikos grupes
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Lietuvos  juodgalviy ir  Lietuvos  vietiniy
SiurksCiavilniy aviy veisliuy PrP geno  genotipy
pasiskirstymas pagal rizikos grupes pateiktas 3 ir 4 pav.

Pagal tyrimo metu aptiktus PrP geno genotipus
Lietuvos juodgalvés ir Lietuvos vietinés Siurksciavilnés
avys priskiriamos trims rizikos grupéms. Didziausia
Lietuvos vietiniy Siurks¢iavilniy veislés aviy dalj sudaré
gyvuliai, priklausantys antrai rizikos grupei (50 proc.).
Sios veislés pirmai rizikos grupei priklausanéiu gyvuliy
rasta 10 proc. Likusi bandos dalis (40 proc.) priskiriama
treciai rizikos grupei. Lietuvos juodgalviy veislés aviy
pirmai rizikos grupei priskiriamy gyvuliy yra 30,8 proc.,
antrai — 34,6 proc., tre€iai — taip pat 34,6 proc. Aviy,
priklausan¢iy ketvirtai ir penktai rizikos grupéms, tarp
tiriamyjy nepasitaikeé.

Aptarimas ir iSvades. Nors Lietuvoje niekada
nebuvo uzregistruota skrepi susirgimy, intensyvios skrepi
priezitiros programos turi biti jgyvendinamos jau
Siandien. Kuriant atspariy skrepi ligai aviy veisimo
programas, pasaulyje siekiama veisti tik ARR/ARR
genotipa turinius gyvulius, eliminuoti VRQ alelio
nesiotojus. PrP geno 136 kodono mutacijos parodo
didziausia aviy jautruma skrepi ligai. Lietuviskose aviy
veislése mutacijy Siame kodone nerasta, todél ir gyvuliy,
turinéiy VRQ aleli, neaptikta. Taciau populiacijose,
kuriose VRQ alelis neaptiktas arba jis aptinkamas labai
retai, dideli susiripinima turéty kelti ARQ aleli turintys
gyvuliai (Clouscard et al., 1995; Bossers et al., 1996;
Drogemiiller et al., 2001). Jungtinéje Karalystéje, tiriant
skrepi infekuoty aviy ligos inkubacini perioda tariamos
epidemijos atveju, nustatyta, kad jautrumas skrepi
infekcijai glaudziai susijgs su gliutaminu (Q) PrP geno
171 kodone. Aviy, kuriy 171 kodone gliutaminas yra
heterozigotinés (Q(R/H)) busenos, inkubacinis ligos
periodas ilgesnis trejais metais negu aviy, kuriy 171
kodone gliutaminas aptinkamas homozigotinés (QQ)
biisenos (Kao et al.,, 2002). Italijoje tirtos skrepi liga
sergancios avys buvo ARQ/ARQ, ARQ/AHQ ir
ARQ/VRQ genotipo (Vascellari et al., 2005). Sergancios
skrepi Slovakijos avys taip pat buvo ARQ/ARQ genotipo
(Matuskova et al., 2003).

Misy tyrimy duomenys gali buti pradzia naujy
Lietuvos aviy veisliy veisimo programy. Visiska
atsparuma infekcijai suteikiantis ARR/ARR genotipas
aptiktas ir Lietuvos juodgalviy, ir Lietuvos vietiniy
Siurksciavilniy aviy veislése. Per 60 proc. tirty aviy turi
ARR alelj. Aukstas ARR aleliy daznis, kai kuriose
veislése, aptinkamas jvairiose pasaulio Salyse — JAV
(Desilva et al., 2003), Slovakijoje (Tkacikova et al.,
2003), Belgijoje (Roles et al., 2004), Kinijoje (Zhang et
al., 2004). Zemas ARR/ARR ir predominantinis
ARQ/ARQ  genotipy daZznis Lietuvos  vietiniy
Siurksciavilniy veisléje sutampa su kity Europos Saliy
vietiniy veisliy PrP geno genotipy tyrimy rezultatais
(Sipos et al., 2002; Drogemiiller et al., 2004; Holko et al.,
2005).
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