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Eoroby genetyczne u koni arabskich
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- Mikromacierze do analiz genomicznych oraz

| . plytka do sekwencjonowania nastepnej generacji

(NGS) / Microarrays for genomic analysis and
flowcell for Next Generation Seqencing

enetyka jest obecnie naj-
szybciej rozwijajaca sie dzie-
dzing nauk biologicznych.
Zastosowanie w badaniach
najnowszych metod biolo-
gii molekularnej, genomiki, epigenetyki,
bioinformatyki i statystyki pozwolito na zi-
dentyfikowanie kluczowych genéw zwia-
zanych z procesami wzrostu i rozwoju,
strukturg i funkcjg poszczegdlnych tkanek
i organdéw oraz defektami genetycznymi.
Osiagnigcia w dziedzinie genetyki zwie-
rzat a szczegolnie genetyki molekularnej
majg bezposrednie zastosowanie w dia-
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gnostyce choréb genetycznych, gtéwnie
w opracowaniu testow diagnostycznych
nosicielstwa choréb wystepujacych ze
znaczng czestoscig u poszczegdinych ga-
tunkdw i ras.

Obecnie u ssakéw znanych jest oko-
lo 3500 réznych choréb genetycznych.
Znaczna ich czgs¢ jest wynikiem mutagii
w obrebie wielu genéw (mutacje wielo-
genowe). Choroby te nie sg przekazywa-
ne na zasadzie prostego dziedziczenia

* mendlowskiego. Niejednokrotnie objawy

tych chordb pojawiaja sie na skutek inte-
rakcji z czynnikami srodowiska i ujawniajg
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sie dopiero woéwczas, gdy nasilenie tych
czynnikéw osiggnie pewng warto$é pro-
gowa.

Drugim typem chordb genetycznych sg
choroby monogenowe, bedace wynikiem
mutacji w jednym tylko genie. Choroby
monogenowe przekazywane sg potom-
stwu zgodnie z prawami Mendla. Mutacje
te moga mie¢ charakter dominujacy bgdz
recesywny. W przypadku mutacji dominu-
jacej, wystarczy obecnos¢ jednego zmu-
towanego allelu w genotypie badanego
osobnika aby wystapily zauwazalne efekty
fenotypowe (w tym przypadku objaw cho-
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efektem sg zaburzenia funkgcji i niedroz-
nosc¢ jelita grubego. Molekularne podto-
ze choroby, to mutacja TC>AG; w trans-
membranowej domenie biatka receptora
endoteliny (gen EDNRB). Receptor ten
jest niezbedny dla prawidiowego roz-
woju zarodka i migracji komoérek barw-
nikowych skdry (melanocytéw). Chore
Zrebieta rodza sie z niebieskimi oczami
a ich umaszczenie jest catkowicie lub
prawie catkowicie biate, stgd nazwa jed-
nostki chorobowej. Choroba objawia sie
brakiem zwojow nerwowych w . jelitach
(aganglionoza), co z kolei prowadzi do
niedroznosci jelit i kolek. Ze wzgledu na
niedroznos¢ dolnego odcinka przewodu
pokarmowego, z reguly zgon nastepu-
je w ciagu dwdch pierwszych déb zycia
zwierzecia.

LFS (Lavender Foal Syndrome) letalny
syndrom zrebigt masci lavender. Wyste-
puje gtéwnie u koni rasy arabskiej. Zdia-
gnozowane przypadki pochodzg gtéwnie
z egipskiej populacji koni arabskich, od-
notowane réwniez w australijskiej i ame-
rykanskiej populacji. Podtoze molekular-
ne LFS - to mutacja funkcjonalna w genie
miozyny V (MYOS5A). Zrebieta obarczone
LFS posiadaja charakterystyczng masc
opisywang jako: srebrna, matowa lawen-
da, blada, matowa rézowo-szara lub ja-
sno kasztanowa. Efektem tej choroby sa
zaburzenia neurologiczne, napady sztyw-
nienia koriczyn, przeprost gtowy, szyi
i kregostupa (opisthotonus), oczoplas.
Wszystkie dotkniete chorobg Zrebieta
sg z konieczno$ci poddawane eutanazji
w ciggu kilku dni po urodzeniu.

presence of two copies of the mutated
gene inherited from both parents.

The most common genetic diseases
that occur in the breed of Arabian horses
and horses born by crossing Arabian hors-
es with individuals of another race are:

— SCID, severe combined immunode-
ficiency. Molecular basis of this disease
is the mutation in the gene encoding the
catalytic subunit (DNA-PKcs) PK. This
protein is involved in the recombination
process of V (D) J in the early stages of B-
lymphocytes differentiation that produce
antibodies and T-lymphocytes of the im-
mune system. Individuals suffering from
SCID, due to disturbances in the matu-
ration of B and T lymphocytes, and the
production of interferon gamma and im-
munoglobulin, are extremely susceptible
to infections. Consequently foals suffer
from various infections such as viral in-
fections of the upper respiratory tract as
well as the gastrointestinal tract, the effect
of which is death of the animal within the
first few months of life;

— CA (Cerebellar Abiotrophy) is a neu-
rological genetic disorder. of an autoso-
mal type (not sex-linked of the subject)
that is inherited recessively. The medium

molecular CA defect within purebred Ara-
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Wszystkie wymienione powyzej choro-
by, dziedziczg sie w sposdb autosomalny
recesywny. Oznacza to, ze do wystgpienia
objawéw chorobowych dochodzi u koni,
ktory wadliwy gen odziedziczyly od oboj-
ga rodzicéw, bedacych nosicielami. Nosi-
ciele mutacji genetycznej wprawdzie nie
chorujg, ale prawdopodobienstwo prze-
kazania defektu genetycznego potomstwu
wynosi 50% (rys 1.).

Natomiast prawdopodobienistwo, ze
potomstwo dwdéch nosicieli mutacji bedzie
chore, wynosi 25%, 50% to prawdopodo-
bienstwo przekazania mutacji (nosiciele
wadliwego genu), a tylko 25% to prawdo-
podobienistwo urodzenia zdrowego zZreba-

Skanowanie mikromacierzy SNP
w aparaturze lllumina HiScanSQ

HiScan

bian horses is a functional G to A muta-
tion at nucleotide position 13074277 of
the ECA2 chromosome sequence. Muta-
tion site is located in the fourth exon of
the TOE1 gene and results in a sequence

ka, nie bedacego réwnoczesnie nosicie-
lem mutaciji (rys. 2.).
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Wspolczesna nauka dysponuje narze-
dziami diagnostycznymi pozwalajgcymi
na precyzyjng identyfikacje mutacji ge-
netycznych. Najlepszym materialem do
badari DNA jest probka krwi pobrana na
EDTA, ale nadaje sie réwniez nasienie, wy-
maz z blony sluzowej oraz wtosy z cebul-
kami. Analize DNA w celu wykrycia/wyeli-
minowania mozna przeprowadzi¢ w kaz-
dym wieku zwierzecia, a jego wynik jest
niezmienny przez cate zycie.

Ceny testéw na nosicielstwo chordb ge-

. netycznych ksztaltujg sie na ogét na pozio-
mie kilkudziesieciu USD. | tak test na nosi-

e

illumina:

change of the encoded protein (Arg to His
substitution at amino acid position 95).
The disease develops when piriform
cells in cerebellum called Purkinje cells
begin to fade. These cells play a key




cielstwo CA kosztuje 40 USD a wyniki testu
przedstawiane sg w nastepujacy sposob:

Y@ Osobnik chory: ko posiada 2
kopie zmutowanego genu zwig-
zanego z wystgpieniem choroby
CA i bedzie wykazywat objawy tej
choroby

Nosiciel: kon posiada 1 kopie
zmutowanego genu zwigzanego
z wystgpieniem choroby CA, jest
heterozygota pod wzgledem tej
mutacji i nie wykazuje objawdw
choroby. Osobnik ten moze prze-
kaza¢ wadliwy gen 50% swoich
potomkdw.

WINE Prawidtowy: kori nie posiada
zmutowanego denu zwigzane-
go z CA, wynik testu negatywny,
osobnik i jego potomstwo bedzie
zdrowe

Korzyscia z przeprowadzenia badan na
nosicielstwo defektu genetycznego jest
przede wszystkim wyodrebnienie sposréd
zwierzat nie wykazujacych objawdéw cho-
robowych, nosicieli mutacji (czyli moga-
cych przekaza¢ defekt 50% potomstwa).
Umozliwia to odpowiedni dobér do koja-
rzen, tak aby uniknaé wyboru na obojga
rodzicéw nosicieli mutacji. Swiadomosé
przekazania mutacji umozliwia z kolei kon-
trole potomstwa i ewentualnego pdzniej-
szego postgpowania hodowlanego.

W dobie inseminaciji istnieje duze ryzyko
szybkiego rozprzestrzenienia si¢ mutacji

role in the brain, taking part in the con-
trol of balance and coordination. Without
Purkinje cells, the animal loses its sense
of space and distance.

CA affected foals appear normal at
birth. Symptoms appear in animals of
approximately six weeks of age (yet
sometimes this does not happen until
the fourth 'month). The disease causes
death of Purkinje cells in the cerebellum
of foals, which leads to a progressively
amplified imbalances and motor incoor-
dination. Symptoms of CA have different
severity. Some foals have very stringent
symptoms, including a total lack of ability
to maintain balance, in other cases only
excessive shaking of the head occurs.
Regardless of the severity of symptoms,
CA foals can never be used under sad-
dle due to the lack of motor coordination.
They also require frequent treatment,
sometimes of very severe injuries result-
ing from accidental injuries.

— OLWS - syndrome of white foals of
overo equine coat color, revealing the
presence of congenital absence of gan-
glion intramurla in the distal colon, re-

sulting in dysfunction and obstruction of

the colon. The molecular mechanism of
this disease is the TC> AG mutation in

w populacji. Hodowcy na catym swiecie
dobrowolnie badajg swoje konie w kie-
runku nosicielstwa CA i SCID. Do chwili
obecnej w Polsce nie ma obowigzku bada-
nia koni na nosicielstwo mutacji genetycz-
nych. Niektore kraje wprowadzity obowigz-
kowe testy w kierunku CA czy SCID (np.
Niemiecki Zwigzek Hodowcow Koni Arab-
skich od 2010 roku), wigcznie z wpisa-
niem tych informacji do paszportu. Poste-
powanie takie z jednej strony jest bardzo
korzystne, poniewaz przy zakupie konia,
czy tez nasienia hodowca zna potencjal-
ne ryzyko wprowadzenia mutacji do swojej
populacji. Z drugiej jednak strony istnieje

obawa, ze osobniki bedgce nosicielami
mutacji, pomimo ich potencjatu hodow-
lanego, poprzez ,napietnowanie” bedg
eliminowane z hodowli a w konsekwencji
ostabiona zostanie pula genetyczna rasy.
W tym przypadku konieczna jest szeroko
pojeta akcja informacyjna, ktéra pomoze
hodowcom koni zrozumieé ryzyko i zagro-
zenie pojawieniem si¢ choroby, nawet po
kilku latach ,utajenia” jej w populaciji.

Ponadto niezaprzeczalnym jest fakt, iz
uzyskanie informacji o nosicielstwie defek-
tu genetycznego, umozliwia hodowcom
prowadzenie odpowiedzialnej polityki ho-
dowlane;j.

Skanowanie mikromacierzy SNP. Na ekranie monitora wida¢ dwa kanaty
skanowania: czerwony i zielony odpowiadajgcy innym allelom SNP.

a transmembrane domain of endothelin
protein receptor (EDNRB gene). This re-
ceptor is essential for normal embryonic
development and migration of skin pig-
ment cells (melanocytes). Diseased foals
are born with blue eyes and their coat is
completely or almost completely white,
hence the name of the disease. The dis-
ease is manifested by the absence of en-
teric ganglia (aganglioza), which in turn
leads to intestinal obstruction and colic.
Due to the obstruction of the lower gas-
trointestinal tract, death of an animal usu-
ally occurs within the first two nights.

LFS - lethal syndrome of foals of laven-
der equine coat color. It occurs mainly in
horses of the Arabian breed. Diagnosed
cases are mainly from the Egyptian popu-
lation of Arabian horses, also reported in
the Australian and American populations.
Molecular basis of LFS — a functional mu-
tation in the myosin V gene (MYOS5A).
Foals affected by LFS have a characteris-
tic equine coat color described as: silver,
matte lavender, pale, dull pinkish-gray
or pale chestnut. The result of this dis-
ease are neurological disorders, seizure
stiffness of limbs, hyperextension of the
head, neck and spine (opisthotonus), and
nystagmus. All affected foals are inevita-

e

bly euthanized within a few days after
birth.

All of the above mentioned diseases
are inherited in an autosomal recessive
manner. This means that the onset of dis-
ease occurs in horses that inherit the de-
fective gene from both parents who are
carriers. Carriers of genetic mutations,
although not sick, have a 50% probabil-
ity of transmitting a genetic defect to their
offspring (Figure 1).

However, the probability that the proge-
ny of two carriers of the mutation would be
sick is 25%; 50% is the probability of trans-
mission of mutations (carriers of the defec-
tive gene) and only 25% is the chance of
having a healthy foal that is not simultane-
ously a carrier of the mutation (Figure 2).

Modern science utilizes diagnostic
tools that allow for precise identifica-
tion of genetic mutations. The best ma-
terial for DNA testing is a blood sample
collected on EDTA, but seed, mucosal
swabs and hair with .the roots are also
suitable. DNA analysis in order to detect/
elimination can be performed at any age
of an animal and the result is unchanged
throughout its whole life.
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SLOWNICZEK

— dziedzina genetyki mo-
lekularnej, ktéra zajmuje sie odczytywa-
niem sekwencji genomow organizmow
(sekwencjonowanie) i poznawaniem
sekwencji nukleotydéw konkretnych ge-
néw. Bada réwniez zaleznosci pomiedzy
strukturg genu a jego biologiczng funk-
cja w organizmie.

— badanie mechani-
zmow zwigzanych z rozwojem, polega-
jacych na powstaniu cech dziedziczo-
nych przez komérki potomne, ktdre nie
sg zwigzane z mutacjami w DNA.

— podstawowa jednostka dzie-
dziczenia, zlokalizowana w chromo-
somach, decydujgca o przekazywaniu
cech potomstwu. Stanowi ciag nukle-
otydéw kodujacych pojedyncze biatko
lub czasteczke RNA.

- grupa cho-
réb wywotana mutacjami w obrebie genu
lub gendw, majacych znaczenie dla pra-
widlowej budowy i czynnosci organizmu.

(dzie-
dziczenie chromosomowe) — proste dzie-
dziczenie gendw znajdujacych sie w chro-

Prices of tests for carriers of the genet-
ic diseases are generally at the level of
tens of USD. Thus, a test for carriers of
CA costs 40 USD and the test results are
presented in the following way:

The subject is sick: the horse has
two copies of the mutated gene
associated with the onset of the
CA disease and it will show signs
of the disease.

Carrier: the horse has one copy
of the mutated gene associated
with the occurrence of CA dise-
ase; it is heterozygous for this
mutation and shows no signs of
disease. This individual may pass
the defective gene to 50% of its
descendants.

(/AN Valid: the horse does not have the
mutated gene associated with the
CA disease; the result of the test
is negative and the individual and
his offspring will be healthy.

The advantage of testing for carriers
of genetic defects is primarily a separa-
tion of animals showing no symptoms of
the disease and mutation carriers (i.e.,
a defect that could pass to 50% of the off-
spring). This allows the appropriate selec-
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mosomach. Kazdy gen wystepuje w po-
staci pary alleli. Podczas procesu mejozy
kazda komorka rozrodcza (gameta) otrzy-
muje tylko po jednym zestawie chromo-
somoéw (n) i jednym allelu z kazdej pary.

(jednoge-
nowe) — choroby, do ktérych powstania
przyczynia sie uszkodzenie pojedyncze-
go genu lub pojedynczego allelu genu.

- mutacja, kté-
rej obecnos¢ tylko jednej kopii zmuto-
wanego genu wystarczy, aby w organi-
zmie pojawit sig efekt tej mutaciji.

— mutacja, kto-
rej efekt fenotypowy maskowany jest
przez allel dominujgcy. Ujawnia sie ona
tylko w uktadzie homozygotycznym, co
oznacza, ze obydwa allele genu musza
kodowaé dang ceche.

— komérki uktadu od-
pornosciowego odpowiedzialne za hu-
moralng odpowiedz odpornosciowa,
czyli wytwarzanie przeciwciat.

— komorki uktadu od-
pornosciowego odpowiedzialne za ko-

tion of mating animals, in order to avoid
selection for both parents which are mu-
tation carriers. Awareness of the mutation
transfer can in turn lead to offspring con-
trol and any subsequent breeding proce-
dures.

In the time of insemination, there is
a high risk of rapid spread of the muta-
tions in the population. Breeders around
the world voluntarily test their horses for
being carriers of CA and SCID. To date,
in Poland there is no obligation to test
horses as of being carriers of genetic mu-
tations. Some countries have introduced
mandatory test-
ing for CA or SCID
(e.g. German Ara-
bian Horse Breeders
Association  since
2010) including en-
tering the informa-
tion to the pass-
ports of animals.
Such actions on one
hand is very benefi-
cial because when
a horse or its seed is
bought, the breeder
knows the poten-
tial risk of introduc-
ing mutations into
his own population.
On the other hand,
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morkowa odpowiedz odpornosciows.

e W ge-
netyce, sposob dziedziczenia, w ktérym
cecha dziedziczona ujawnia sie tylko
w uktadzie homozygotycznym, co ozna-
cza, ze obydwa allele genu muszg ko-
dowac dang ceche.

— zmiana se-
kwencji aminokwasow w biatku. Najcze-
sciej powoduje takze zmiany w aktyw-
nosci danego biatka, ktére prowadza do
okreslonego efekiu fenotypowego.

— organiczne zwigzki
chemiczne z grupy estrow fosforano-
wych, podstawowe skfadniki struktural-
ne kwasow nukleinowych (DNA i RNA).

— jest to kolejnosé
nukleotydow w czasteczce DNA.

— kodujgca czes¢ czasteczki
DNA, ulegajac transkrypcji pojawia sie
w dojrzalej czasteczce RNA. Moze ko-
dowac element biatkowy.

— przepisywanie infor-
magcji genetycznej z DNA na RNA.

there is a concern that individuals who
carry the mutation, despite their breeding
potential, through this ,stigma”, will be
eliminated from the breeding and conse-
quently the genetic pool of the breed will
be weakened. In this case a wide informa-
tion campaign is essential to help horse
breeders understand the risks and the
hazards of the outbreak, even after sev-
eral years of ,latency” in the population.
In addition, it is an undeniable fact that
obtaining information about genetically
defective carriers can lead to establishing
responsible breeding policies.
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