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Analiza polimorfizmu w genie FGFR3 u owiec rasy suffolk
Polymorphism analysis 6fGFR3 gene in Suffolk sheep

StreszczenieZespot pajczy (ang. Spider Lamb Syndrome, SLS) to dziedzicdmandrodyspla-
Zja, zwizana z nieprawidtowym rozwojem uktaduemiiowo-szkieletowego owiec. Jest to scho-
rzenie monogeniczne, spowodowane obécigoautosomalnego, recesywnego allelu w genie
receptora czynnika wzrostu fibroblastow BGFR3). Celem pracy bylo okgienie obecngri
substytucji g.1719T>A w geniEGFR3, ktéra w uktadzie homozygotycznym powoduje chondro-
dysplazg owiec, m.in. rasy suffolk, hampshire, shropshoxford. Dawiadczeniem olgfo 240
maciorek rasy suffolk z trzech stad zarodowych aliakwanych w Polsce potudniowdjodko-
wej i potnocno-zachodniej w latach 2011-2012. Wiyhiada, ktérymi obgto 240 owiec rasy
suffolk, wskazuj na brak allelu odpowiadgjego za wysipienie zespotu SLS. Biec pod uwag
wielkos¢ przebadanej populacji, nale stwierdzé, ze prawdopodobiestwo wysgpowania nosi-
cieli recesywnego alleliGFR3>% w krajowej populacji suffolk jest bardzo niskie.

Stowa kluczowe:FGFR3, polimorfizm, owce, syndrom pgjzy

WSTEP

Syndrom pajczy (ang. SLS, Spider Lamb Syndrome) to dziedziczimandrody-
splazja owiec objawigfa st nieprawidtowym rozwojem ukladu giiniowo-szkie-
letowego [Rook i in. 1988, Vanek i in. 1989]. P rpierwszy zespot ten opisano
u jagnit w latach 70. XX w. [Saperstein i in. 1975].4tjsze doniesienia wskazywaly,
iz jest on charakterystyczny dla czarnogtowych raseowtrzymywanych w Stanach
Zjednoczonych i Kanadzie, przede wszystkim u rdf®ku hampshire [Rook i in. 1988,
Keeganiin. 1991].

Dziedziczna chondrodysplazja owiec zmana jest z nieprawidtowym rozwojem
tkanki kostnej i chrgstnej. Zwierz cierpgce na SLS charakteryzujec shienormalnie
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dhugimi, zdeformowanymi kiticzynami, nieprawidlowym uraénieniem, a take skrzy-
wieniami kregostupa, odksztatceniameber oraz deformacjami gtowy, m.in. tzw. rzym-
skim nosem [Rook i in. 1988, Vanek i in. 1989]. épmwadzenie szeregu badadio-
logicznych i histologicznych pozwolito stwierdzszereg nieprawidtovégi w tkankach
owiec dotkn¢tych choroh, takich jak erozja tkanki chegtnej i obecn& tkanki chrzst-
nej w gibczastej tkance kostnej (chondrodysplazja) [Roivk 1986, Vanek i in. 1986,
Vanek iin. 1989, Nakano i in. 1994].

SLS jest schorzeniem monogenicznym, spowodowanyscrakcia autosomalnego,
recesywnego genu dziedziczonego wedtug praw Mefddeneman 1985, Toydemir
i in. 2006]. Nieprawidtowéci zwigzane z tym syndromem ujawrgagic u homozygot
recesywnych z peinekspresj w fenotypie, obserwowanuz pod koniec drugiego try-
mestru cizy [Berg i in. 1987, Oberbauer i in. 1995]. Wykazamotranswersja tyminy w
adenirg w pozycji 1719 nukleotydu (egzon 17) genu receptynnika wzrostu fibro-
blastow 3 FGFR3, ang. fibroblast growth factor receptor 3) jest odjguizialna za
podstawienie aminokwasow wileuchu biatka (V700E) i wygpienie syndromu pej
czego [Beever i in. 1998, Cockett i in. 1999, Beeva. 2006]. Locus genuFGFR3
znajduje s u owiec na chromosomie 6. Zidentyfikowano w ninmgtacje — oprécz
badanej 1719T>A mutagcicha w pozycji 955 nukleotydu (955G>C, egzon 11). Recep
tor czynnika wzrostu fibroblastow 3 najedo rodziny bialek receptoréw kinaz tyrozy-
nowych. W swej budowie FGFR3 zawiera trzy domersulimopodobne, pardomen
kinaz tyrozynowych znajdagych sé w cytoplazmie oraz jedndomer transmembra-
nowy. Bialko to chroni przed nadmiernym rozrostemsdiodtugich poprzez kontrol
proliferacji [Peters i in. 1993, Keegan i in. 199Myszy pozbawione gendGFR3 ce-
chujg sie przerostem tkanki kostnej spowodowanym nieogramgcproliferacp chon-
drocytow [Colvin i in. 1996, Deng i in. 1996]. Nddmresja tego genu skutkuje zmniej-
szony proliferacp i ograniczeniem powierzchni ptytek wzrostus&ou myszy [Naski i in.
1998]. U ludzi zidentyfikowano szereg chorob geinych z wystpowaniem mutacji w
genie FGFR3, takich jakachondroplazja, hipochondroplazja, dysplazja tdoatozna
typu | i ll, ciezka achondroplazja z opdieniem rozwojowym i rogowaceniem ciemnym
(SADDAN), kraniosynostoza (zesp6t Crouzona) i zéspadpobudliwéci ruchowe;j
LADD [Troyer i in. 1988, Cohen 2002].

Na przestrzeni ostatnich lat hodowcy owiec rasjotkifmportowali do naszego kra-
ju materiat hodowlany m.in. z Niemiec, gdzie w plagji owiec tej rasy zidentyfikowa-
no recesywny allel 1719T>A, odpowiedzialny za pagve s¢ chondrodysplazji
[Drogemuller i in. 2005]. Dlatego celem petyich bada byta identyfikacja polimorfi-
zmu w genigd=GFR3 w wybranych stadach owiec rasy suffolk.

MATERIAL | METODY

Doswiadczeniem okjto 240 maciorek rasy suffolk z trzech stad zaroddwalokali-
zowanych w Polsce potudniowdjodkowej i p6inocno-zachodniej w latach 2011-2012.
W monitorowanych stadach badaniamiedbjwszystkie matki. Przeprowadzono wywiad
srodowiskowy, ktéry nie wykazat anomalii kostnyclpatomstwa. Zgromadzony mate-
riat biologiczny pochodzit od okoto 40% calej krajgj populaciji maciorek rasy suffolk,
wpisanych do kag zwierzt zarodowych w latach 2011-2012 [PZO 2012, 2013].
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Od zwierzt pobrano jednorazowo krew z/ty szyjnej zewentrznej do probdéwek
z K:EDTA (Sarstead, Polska). IzoladpNA genomowego przeprowadzono przy pomo-
cy kitu Wizard (Promega, Niemcy). Identyfikagpolimorfizmu 1719T>A wocus genu
FGFR3 wykonano metogl PCR-RFLP [Cockett i in. 1999], wykorzysigj startery:
FGFR3F: 5-GACGTACCCTGGCATCCTCG-3' oraz FGFR3R: BGAGCGCCCG
CCCTCGAGACT-3'. Reake PCR przeprowadzono w @bsci 20 pl roztworu, stosu-
jac profil termiczno-czasowy: 9& — 7 min; 94C — 45’, 62C — 45, 72C — 4%
(35 cykli); 72C — 10 min. Zastosowano ngstijacy sktad mieszaniny reakcyjnej PCR:
3,0 mM MgC}, 0,25 mM dNTP, 0,1 pmol kdego ze starteréw, 1 Waq polimerazy
(Thermo Scientific, Litwa), 200 ng DNA. Otrzymanyoglukt PCR trawiono enzymem
restyrykcyjnymXhol (Thermo Scientific, Litwa) przez 3 godz. w temakerze 37C,
a nasgpnie produkty reakcji rozdzielano w 326lu agarozowym (Agarose for rutine use,
Sigma-Aldrich) przez 1,5 godz. i wizualizowano wB&@X Chemi XR5 (Syngene, UK).

WYNIKI

Zastosowanie metody PCR-RFLP u krajowych owiec ssfolk pozwolito na uzy-
skanie produktu PCR obejmgego fragment badanego genu o wiétkd 47 pz. W ma-
teriale biologicznym nie stwierdzono obegciomiejsca aicia dla enzymu restrykcyjne-
go Xhol, co upowania do stwierdzeniaze przebadana populacja owiec jest monoalle-
liczna i nie wystpuje u niej mutacja decydiga o wys¢powaniu syndromu pegzego.
Wykazano wysipowanie jedynie osobnikdédw o genotypie TT. Otrzymangeakciji PCR
produkt poddano sekwencjonowaniu i poréwnano jegovencg z sekwengj znajdup-
cg sie w bazie danych NCBI (AY737275), co potwierdzitonmalogie z owczym genem
FGFR3, a take umaliwito wykazanie, ¥ zwierzta znajdujce s¢ w analizowanej po-

+/+

pulacji  homozygotami dominggymi, z genotypem dzikifGFR3™".

DYSKUSJA

Mutacja warunkujca niekorzystne deformacje kostne dlara jako SLS obecna
jest w stadach owiec od lat 60. XX w. i rozprzestia s¢ w wyniku krzyzowania mg-
dzyrasowego u amerykskich owiec suffolk, hampshire, shropshire, oxfadastpnie
w stadach suffolka w Australii i Nowej Zelandii.ocStinkowo znaczny udziat owieg-b
dacych nosicielami SLS przyczynitesdo wzmaonej selekcji zwierg pod lkgtem ewen-
tualnego nosicielstwa metodami tradycyjnymi, ktbastpiono opracowanym w 1997 r.
testem opartym na reakcji PCR [Beever i in. 199g\&r i Cockett 2006].

Spadajcy odsetek zachorovitana SLS notuje sisystematycznie od czasu wprowa-
dzenia testu opartego na polimorfizmie pojedynczagdeotydu opisanego, a ngshie
opatentowanego przez zesp6t Beevera [Beever 9i88,1Beever i Cockett 2006]. Jolly
i in. po przebadaniu okoto 2500 owiec rasy suffelikazali na istotny spadek liczebno-
$ci heterozygotycznych osobnikéw utrzymywanych wlatzh na terenie Nowej Zelandii
[Jolly i in. 2004]. Podobne wyniki uzyskano w StahaZjednoczonych, wykazg, iz
1,4% jagnat cierpgcych na zespét pegzy stanowd heterozygoty AT w pozycji 1719
nukleotydu, co mee sugerowa prawdopodobigstwo wystpowania innego polimorfi-
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Zmu powizanego z wygpowaniem u owiec SLS [Beever i in. 2006]. Badanizepro-
wadzone na 256 owcach rasy suffolk i hampshire doalezacych do stad brazylijskich
wykazaly, ze 4% suffolkéw i 6% owiec rasy hampshire down ssicielami mutacji
[Passos i in. 2009]. Natomiast wyniki badarzeprowadzonych w 2008 r. na 200 trykach
iranskich owiec rasy baluchi i karakut nie wykazaty obeci nosicieli polimorfizmu
FGFR3 w badanej populacji [Nassir i in. 2008]. ZespobBemullera, badag czstasé
wystepowania mutacji w genieGFR3 u niemieckich suffolkow, wykazat jego obeétio
u 4% zwierat. Autorzy wskazali jakarédto mutaciji materiat hodowlany importowany
do Niemiec z Nowej Zelandii i Australii [Drégemullé in. 2005]. Smith i in. [2006]
postawili hipotez, ze heterozygotyrGFR3>S" wykazupce zwikszony wzrost kéci
dhtugich i wicksz rame ciata mog charakteryzowasie lepsz uzytkowascig miesrg. Stwier-
dzili, ze rzeczywicie jagnita o genotypieGFR3>" vs FGFR3""* mialy wigksze rozmiary
ciata, weksz wysoka¢ w kiebie, wiekszy diugas¢ kosci palca Il srédrecza. Nie wykazano
natomiast rénic w przyrostach dobowych masy ciata i powierzamfgsnia najdhiszego
grzbietu, ale jagota FGFR3™¥* mialy mniejsze otluszczenie ciata [Smith i in. 8D0

Podsumowujc wyniki bada i bioragc pod uwag wielkos¢ przebadanej populacii
owiec rasy suffolk, nalg stwierdzé, ze prawdopodobiestwo wysepowania nosicieli
recesywnego alleldGFR3™ w krajowej populacji suffolkéw jest bardzo niskilate-
go tez sugeruje ¢ kontynuowanie podobnych badgedynie w stadach, do ktérych
wprowadza s zwierzta importowane.
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Summary. Spider lamb syndrome (SLS) or hereditary chondsplisia is associated with abnor-
mal development of the musculoskeletal system @eghThis monogenic disease is caused by an
autosomal recessive allele in the fibroblast grofattior receptor 3HGFR3) gene. The aim of the
study was to determine the presence of g.1719Th&tgution in theFGFR3 gene, which in the
homozygous configuration causes chondrodysplasi@uiifolk, Hampshire, Shropshire and Ox-
ford sheep. The results of the study with 240 Skifiheep show that no allele is responsible for
SLS. Considering the size of the analysed populattas concluded that the probability of ani-
mals carrying th€GFR3% recessive allele in the national Suffolk populati®nery low.
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