PRACE KLINICZNE | KAZUISTYCZNE

Diagnostyka molekularna wybranych letalnych

wad genetycznych u koni
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stepowanie u zwierzat hodowlanych chordb
objawiajacych sie ciezkimi zaburzeniami mor-
fologicznymi lub uposledzeniem réznych funkeji or-
ganizmu niewatpliwie obniza ich warto$¢ hodowla-
na. Etiologia niektdrych takich choréb zwigzana jest
ze zmianami w materiale genetycznym. S3 to najcze-
$ciej mutacje regionéw kodujacych lub regulatoro-
wych kluczowych genéw, co moze zasadniczo zaburzac
funkcjonowanie calego organizmu. Nawet pojedyncza
zmiana w sekwencji DNA, poprzez wplyw na ekspre-
sje genu, moze znaczaco, a nawet catkowicie hamo-
wac wytwarzanie funkcjonalnego biatka. Szczegélne
niebezpieczenstwo niosa mutacje dziedziczone rece-
sywnie, ktore sa przekazywane nastepnym pokole-
niom w genotypie zwierzat bedacych ich nosicielami.
Fenotyp heterozygotycznego nosiciela choroby czesto
nie rézni sie od fenotypu zdrowych zwierzat. Identy-
fikacja mutacji lezacych u podtoza chordb genetycz-
nych moze umozliwi¢ zwiekszenie skutecznosci ich
diagnostyki oraz zmniejszy¢ ryzyko ich rozprzestrze-
niania w hodowli. Postep z zakresu biologii moleku-
larnej pozwala na poznanie etiologii kolejnych chordb.
Testy genetyczne s3 coraz czesciej wykorzystywanym
narzedziem. Ich zaletq jest przede wszystkim jedno-
znaczna diagnoza, niezaleznie od wieku i stadium cho-
roby, co niezaprzeczalnie utatwia wprowadzenie sku-
tecznej opieki weterynaryjnej.

Do ciezkich choréb letalnych koni spowodowanych
zmianami dziedzicznymi nalezg m.in. zespét biatego
Zrebiecia overo (overo lethal white syndrome, OLWS)
i zespot lawendowego Zrebiecia (lavender foal syndro-
me, LFS), zwigzane z umaszczeniem koni. Inng choro-
ba genetyczna koni, prowadzaca do szybkiej $mierci,
jest pecherzowe oddzielanie sie naskérka typu tacza-
cego (epidermolysis bullosa junctionalis, EBJ).

Zespot hialego zrebiecia overo

R6zne umaszczenie siersSci zwierzat zwigzane jest
z mutacjami w genach zaangazowanych w funkcjo-
nowanie melanocytéw. Zidentyfikowano dwa gléwne
geny, biorgce udzial w determinowaniu koloru umasz-
czenia u koni — MC1R (melanocortin 1 receptor gene)
i ASIP (agouti signaling protein gene). Wykazano, ze
wz0r umaszczenia jest kontrolowany przez geny bio-
race udziat w migracji, proliferacji i przezyciu komé-
rek prekursorowych melanocytow (melanoblastow).
Naleza do nich gen receptorowej kinazy tyrozynowej
(KIT) i gen receptora endoteliny typu B (EDNRB). Maja
na to rowniez wptyw mutacje w genach bezposrednio
odpowiedzialnych za przezywalno$¢ melanocytow, ta-
kich jak gen STX17 (syntaxin 17 gene; 1, 2).
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Lethal genetic defects in horses, manifested by severe morphological disorders
and impairment of various body functions, significantly reduce the value of horse
breeding. Foals affected by these disorders die in a short time after birth. An
important aspect is therefore an effective diagnosis to prevent crossbreeding of
carriers. Introduction to veterinary genetic tests allows detection and elimination
of most genetic defects from breeding lines. This paper presents a description of
selected lethal genetic diseases in horses that are related to the coat color like
overo lethal white syndrome and lavender foal syndrome or that are directly related
to the epidermis like junctional epidermolysis bullosa. They are associated with
mutations in EDNRB, MY05A, LAMC2 (or LAMA3) genes, respectively. Understanding
the molecular basis of the above mentioned diseases contributes to the better
development of DNA tests, which makes it possible to perform fast diagnosis

and thus to implement effective veterinary care.

Keywords: lethal genetic disorders, horses, molecular diagnostic tests.

Umaszczenie typu overo (srokate) wystepuje w po-
staci biatych plam lub jednolicie bialego zabarwienia.
Srokaty typ umaszczenia moze przyjmowac rézne wzo-
ry nazywane odpowiednio: plamiste biate, sabino lub
frame overo (2). Do rodzenia si¢ zZrebigt z OLWS docho-
dzi gléwnie w wyniku kojarzenia koni rasy paint hor-
se 0 umaszczeniu typu overo (3).

ZespOt biatego Zrebiecia to dziedziczny letalny ze-
spot chorobowy. Dotkniete nim Zrebieta rodzg sie pra-
wie catkowicie biate (1). U wiekszosci Zrebigt z OLWS
wystepuje zwyrodnienie miesni i zaburzenia unerwie-
nia jelit, co w konsekwencji prowadzi do ich niedroz-
nosci. Czesto obserwowana jest takze depigmentacja
teczowki (4). Podobne objawy wystepuja takze u my-
szy i szczuréw laboratoryjnych, a takze w chorobie
Hirschsprunga u czlowieka (2).

OLWS powiazano z mutacjg c.353_354TC>AG
(g:50624658) w 1. eksonie genu EDNRB (endothelin re-
ceptor B gene). Gen EDNRB zlokalizowany jest w chro-
mosomie 17. koni (ECA17). Mozliwy jest jeden wariant
splicingu tego genu. EDNRB koduje biatko receptorowe
typu B endoteliny o dlugosci 458 aminokwas6éw (masa
cz. 51275 Da). Mutacja powoduje zamiane aminokwa-
su izoleucyny na lizyne (p.I1118K) w sekwencji pierw-
szej domeny transmembranowej receptora. Substytu-
cja ta zaburza funkcjonalnos¢ produkowanego biatka.
Szlak endoteliny pelni role w rozwoju i migracji komo-
rek grzebienia nerwowego, ktére w pdzniejszym etapie
tworza melanocyty i neurony jelitowe (1, 3, 5, 6). Biale

785



PRACE KLINICZNE | KAZUISTYCZNE

przedstawiajacy
lokalizacje genu

Ryc. 1. Schemat

Gen EDNRB

| )

EDNRB oraz zmiany

€.353_354TC>AG.
Przerywane linie TC
pomiedzy eksonami
odwzorowujg introny.

|

Ekson 2 '“"'"i Ekson 3

Opracowanie wlasne na T¢
podstawie bazy Ensembl

786

oraz Bellone, 2010

[| substytucja 2 nt
€.353_354TC>AG
AG

umaszczenie zrebigt z OLWS spowodowane jest zatem
brakiem melanocytéw w skorze. Zaburzona funkcjo-
nalnos¢ szlaku endoteliny skutkuje takze brakiem neu-
rondw jelitowych, a w efekcie niedroznoscia jelit (4).
Lokalizacje chromosomowa omawianego genu oraz
schemat zmiany przedstawiono na rycinie 1.

ZespoO! biatego Zrebiecia dziedziczony jest w try-
bie autosomalno-recesywnym. Zardwno homozygo-
ty dominujace, o jednolitym umaszczeniu, jak i hete-
rozygotyczne osobniki srokate nie wykazuja objawow
chorobowych. Zrebieta homozygotyczne pod wzgle-
dem zmutowanego allelu rodza sie¢ biale i umierajg juz
w kilka dni po urodzeniu (2). Do tej pory nie opracowa-
no leczenia zespotu OLWS, ktdéry we wszystkich przy-
padkach jest choroba letalng. Przyczyna $mierci jest
gtéwnie niedrozno$¢ jelit. Zrebieta umieraja samoist-
nie badZ poddawane s3 eutanazji (4).

Jednoznaczne okreslenie genotypu wymaga prze-
prowadzenia testu genetycznego. Opracowanie testu
identyfikujacego predyspozycje genetyczne do zespo-
tu biatego Zrebiecia umozliwia bezpieczny dobér osob-
nikow do kojarzen.

Zespot lawendowego Zrebiecia

Zespot lawendowego Zrebiecia (LFS), zwany inaczej le-
talnym rozjasnieniem umaszczenia (coat colour dilution
lethal, CCDL), réwniez nalezy do letalnych dziedzicz-
nych zespotéw, zwigzanych z efektem plejotropowym
mutacji zlokalizowanych w genach odpowiadajacych
za pigmentacje. Choroba zwigzana jest ze zmianami
neurologicznymi, ktére uniemozliwiaja zycie nowo
narodzonemu zwierzeciu. U chorych koni wystepu-
je rozjasniony kasztanowaty odcien siersci, czesto
przypominajacy odcien lawendy, stad nazwa choroby.
WKkrétce po urodzeniu pojawiajg si¢ mimowolne skurcze
miesni, ruchy gatek ocznych oraz nadpobudliwo$¢ glo-
wy i szyi. Zwierze wykonuje réwniez niekontrolowane
ruchy korficzynami. Te zaburzenia powodujg bdl i cat-
kowicie uniemozliwiaja Zrebieciu utrzymanie postawy
stojacej, co utrudnia karmienie. Dalszy rozw6j LFS do-
prowadza do Smierci zwierzecia lub decyzji o eutana-
zji. Na podstawie dostepnych danych mozna sadzi¢, ze
choroba wystepuje jedynie u egipskich koni rasy arab-
skiej (1, 2). Po raz pierwszy zespot ten zostat opisany
przez Bowlinga (7) jako Zrebieta o jasnym umaszcze-
niu, ktére zmarty od razu po urodzeniu.

Badania genu MYO5A (myosin VA gene), zlokalizowa-
nego w chromosomie 1. konia (ECA1), wskazaly na jego

zwigzek z wystepowaniem zespotu lawendowego Zre-
biecia. MYO5A sklada sie z 43 eksondw i liczy 186729 pz.
Gen koduje miozyne Va, ulega alternatywnemu skla-
daniu, w wyniku czego powstaja trzy warianty trans-
kryptow. Pierwszy z nich ma dtugo$¢ 5538 pz (biatko:
1845 aa; masa cz. 214392 Da), drugi liczy 5532 pz (biatko:
1843 aa; masa cz. 214505 Da), natomiast trzeci obejmu-
je 5529 pz (biatko: 1842 aa; masa cz. 214034 Da). Funk-
cjonalne biatko jest czescig kompleksu transportowego,
ktéry bierze udziat w przenoszeniu melanosomoéw (orga-
nelli melanocytéw, zawierajacych melaning) do obrzezy
komorki (dendrytéw) w celu przeniesienia do keratyno-
cytéw, czyli zywych komoérek naskorka (6, 8, 9, 10, 11).
Genetycznym podtozem LFS jest jednonukleotydo-
wa delecja g.138235715del w 30. eksonie genu MYO5A.
Wskutek tej zmiany w obrebie genu dochodzi do prze-
suniecia otwartej ramki odczytu, co skutkuje wysta-
pieniem w sekwencji aminokwasowej przedwczesne-
go kodonu STOP (12 aminokwasdw po mutacji). Ma to
miejsce w wysoce konserwatywnym regionie genu.
W biatku zmiana zlokalizowana jest w tzw. domenie
DIL, ktéra jest miejscem wigzania réznych sktadnikow
komorkowych i bierze udziat w ich transporcie wokot
komérki. Gdy w konsekwencji zmiany powstaje biatko,
skrdcone o 379 aminokwasdw na C-koricu, nie jest ono
w stanie prawidlowo wigzac¢ fadunku do wewnatrzko-
moérkowego transportu. Ten kompleks transportowy,
z udziatem miozyny Va, odpowiada réwniez za poru-
szanie r6znymi fadunkami (tj. mRNA, receptory glu-
taminianu, granulki wydzielnicze) w dendrytach neu-
ronu. Zakldcenia w tym obszarze, w zwigzku z opisang
mutacja, sa bezposrednia przyczyna letalnych defek-
tow ukladu nerwowego u zwierzat dotknietych LFS.
Taki efekt plejotropowy moze wystepowac z uwagi na
wspolne pochodzenie komdrek melanocytéw i m.in.
kilku rodzajéw neuronéw, ktore powstaja z embrio-
nalnych komorek macierzystych pochodzacych z grze-
bienia nerwowego. Zespét dziedziczony jest w trybie
autosomalno-recesywnym, co oznacza, ze jedynie ho-
mozygoty recesywne, posiadajace dwa allele z mutacja,
beda wykazywaly neurologiczne objawy choroby, pro-
wadzace do $mierci (1, 10, 11). Schemat analizowanego
genu, jak i produktu biatkowego wraz z uwzglednie-
niem zmiany zostal przedstawiony na rycinie 2.
Dotychczas nie opracowano skutecznego leczenia
LFS. Ze wzgledu na zlozonos¢ objawéw neurologicz-
nych zesp6t ten jest trudny w diagnostyce i moze by¢
mylony z innymi chorobami wieku neonatalnego. Jed-
nakze testy genetyczne pod katem mutacji genu MYO5A
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moga pozwoli¢ na skuteczng identyfikacje nosicieli tych
zaburzen i tym samym ograniczy¢ ich kojarzenie (10).

Pecherzowe oddzielanie sie naskorka
typu taczacego (EBJ)

Jest to dziedziczna choroba skdry, ktéra wystepuje
u zwierzat hodowlanych, w tym owiec, bydta, koni i pséw,
jak rowniez u ludzi. U koni objawia sie powstawaniem
licznych pecherzy w obrebie skory oraz oddzielaniem sie
naskorka. Jest to konsekwencja niedostatecznej syntezy
strukturalnych sktadnikéw potaczen miedzykomorko-
wych. Pecherze tatwo pekaja, pozostawiajgc na skorze
oraz btonach sluzowych rozlegte nadzerki, wokoét ktérych
powstajq wysiek i strupy. Czesto tworza sie one w obre-
bie jamy ustnej, uniemozliwiajac Zrebieciu ssanie. In-
nym objawem moze by¢ réwniez dysplazja zebow, czyli
zaburzenie ich rozwoju. Przychodzace na Swiat Zrebie-
ta czesto posiadajg juz uszkodzenia skory lub pojawiajg
sie one w ciggu dwdch pierwszych dni zycia. W wyniku
rozleglych zmian dochodzi do utraty biatka surowicy,
a nawet sepsy. Konie dotkniete EBJ, ze wzgledu na za-
kazenia, najczesciej sie usypia (12, 13, 14, 15).

EBJ dziedziczy sie¢ jako cecha autosomalna recesywna.
Wykazano, ze mutacje sprawcze dla EB]J zlokalizowane
s3 w jednym z trzech genéw — LAMA3, LAMB3, LAMC2.
Kodujg one odpowiednio tanicuch o3, B3 i y2 — podjed-
nostki polipeptydowe, budujgce heterotrimeryczne biat-
ko blonowe - laminine 332. Biatko to jest wydzielane

Gen LAMC2
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przez keratynocyty i bierze udzial m.in. w adhezji ko-
moérkowej. W szczegolnosci jest ono zwigzane z filamen-
tami stabilizujacymi potaczenia skdrno-naskérkowe.
W genach tych zidentyfikowano dwie mutacje zwigzane
z inicjacjg EBJ u koni, w zaleznosci od ich rasy (13, 16).
W 2002 r. zaobserwowano, Ze zmiana c.1368insC
jest zwiazana z wystepowaniem EB]J u belgijskich koni
pociagowych. PowyzZsza insercja cytozyny wystepu-
je w 10. eksonie genu LAMC2 (laminin subunit gam-
ma 2 gene), ktéry liczy 51499 pz i lezy w chromosomie
5. konia (ECA5). Gen koduje podjednostke y2 lamini-
ny 332, ktora sklada sie z 1190 aminokwasow (masa
cz. 130846 Da). Konsekwencja mutacji jest przesunie-
cie ramki odczytu podczas translacji, wskutek czego
pojawia sie przedwczesny kodon STOP. Produktem jest
wowczas skrécona postac taricucha lamininy 332, co
znacznie ogranicza jej adhezyjne wtasciwosci i przy-
czynia sie do defektéw naskodrka. Istotne powigzanie
tej zmiany z EBJ zauwazono réwniez wsrod wloskich
koni pociggowych, koni bretoniskich i rasy comtois (6,
8,9, 12, 16, 17). Schemat lokalizacji genu LAMC2 i cha-
rakter zmiany zostaly przedstawione na rycinie 3.
Badania koni rasy american saddlebred wskazaly
inng mutacje, g.3724_10312del6589, jako silnie zwig-
zang z inicjacja EBJ. Zmiana wystepuje w obrebie genu
LAMA3 (laminin subunit alpha 3 gene), ktory zlokali-
zowany jest w chromosomie 8. koni (ECA8) i obejmuje
76988 pz. Produkt biatkowy tego genu, podjednostka a3
lamininy 332, sklada sie z 1732 aa (masa cz. 191602 Da).
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Podjednostka o3 znajduje sie gléwnie w tkance nabtonko-
wej i odpowiada czeSciowo za stabilizacje lamininy 332.
Zidentyfikowana delecja usuwa prawie w catosci cztery
eksony (tj. 24, 25, 26 i 27), powodujac tym samym skro-
cenie biatka 0 169 aminokwasdw w miejscu domen, za-
wierajacych miejsca dla wigzania integryn (biatek ad-
hezyjnych). Skutkiem tego jest pogorszenie wlasciwosci
adhezyjnych czasteczki lamininy 332, co jest przyczy-
ng rozszczepienia naskdrka w obrebie btony podstaw-
nej (6, 8, 9, 13). Lokalizacje chromosomowa omawianego
genu oraz schemat zmiany przedstawiono na rycinie 4.

Obecnie EBJ jest uznawane za chorobe Smiertelng
inie opracowano skutecznego leczenia. Rozpatruje sie
mozliwo$¢ przeszczepiania skory. Duzym utrudnieniem
w diagnostyce choroby jest fakt, ze charakteryzuje sie
ona bezobjawowym nosicielstwem. Oznacza to, ze je-
dynie osobniki posiadajace dwa allele z mutacja beda
wykazywac objawy choroby. Stanowi to duze zagro-
zenie dla rozprzestrzeniania sie choroby w populacji.
Waznym aspektem jest zatem skuteczna diagnostyka
koni pod katem EB] z uzyciem testéw genetycznych,
aby zapobiec kojarzeniu nosicieli defektu (13).

Podsumowanie

Choroby genetyczne zwierzat stanowia powazny pro-
blem dla hodowcéw. Okreslenie mutacji sprawczej
i sposobu dziedziczenia pozwala na opracowanie
i wprowadzenie testéw genetycznych umozliwiajg-
cych diagnostyke badanych choréb u zwierzat ho-
dowlanych. Wprowadzenie diagnostyki chordb zwie-
rzat hodowlanych za pomoca badan DNA coraz czesciej
pozwala na bezpieczne kojarzenie osobnikéw. Testy
genetyczne umozliwiaja identyfikacje nosicieli alle-
li ryzyka w przypadku bezobjawowego dziedzicze-
nia w trybie autosomalno-recesywnym. Odréznienie
osobnikéw zdrowych od nosicieli moze pozwoli¢ na
unikniecie kojarzen obarczonych ryzykiem. Ponadto
stopniowe wykluczanie nosicieli z kojarzen umozliwi
w efekcie catkowite usuniecie zmutowanego allelu z li-
nii hodowlanych. Diagnostyka genetyczna jest rowniez
kluczowa w przypadku choréb dziedziczonych w spo-
s6b dominujacy, charakteryzujacych sie niespecyficz-
nymi i heterogennymi objawami. Eliminacja narodzin
chorych osobnikow jest istotna zwtaszcza w przypad-
ku letalnych wad genetycznych. Ze wzgledu na dobro-
stan zwierzat obowigzkiem hodowcéw jest zmniejsze-
nie ryzyka tego zjawiska.

W artykule przedstawiono jedynie wybrane ze
scharakteryzowanych do tej pory letalnych defektow

|
delecja 6589 nt
g.3724_10312del6589

genetycznych koni. U wielu z nich nadal poszukuje sie
podloza molekularnego. Identyfikacja mutacji spraw-
czych dla poszczegélnych chordb daje mozliwos¢ opra-
cowania testow genetycznych. Diagnostyka genetyczna
moze by¢ z powodzeniem traktowana jako uzupetnie-
nie badz alternatywa dla diagnostyki kliniczne;j.

Projekt byt wspétfinansowany ze srodkéw Unii Europejskiej
w ramach Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego.

Dotacje na innowacje — Inwestujemy w Waszq przysztos¢.
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