456-461. 2. Brophy B., Smolenski G., Wheeler T., Wells D., Huillier
P., Laible G., 2003 — Nature Biotechnology 21, 157-162. 3. Campbell
K.H.S,, Fisher P., Chen W.C., Choi L., Kelly R.D.W., Lee J.-H., Xhu
J., 2007 — Theriogenology 68, 214-231. 4. Chesne P., Adenot P.G.,
Viglietta C., Baratte M., Boulanger L., Renard J.P., 2002 — Nature
Biotechnology 20, 366-369. 5.Cibelli J.B., Stice S.L., Golueke P.J.,
Kane J.J., Jerry J, Blackwell C., 1998 — Science 280, 1256-1258. 6.
Crozet N., Smedt V., Ahmed-Ali M., Sevellec C., 1993 - Therioge-
nology 39, 206. 7. Duszewska A.M., 2005 — Uzyskiwanie zarodkow
bydigcych in vitro i ocena rozwoju zarodkow z wprowadzong konst-
rukcjg genowag. Rozprawa habilitacyjna. Prace i Materialy Zootech-
niczne. Monografie i Rozprawy 13, 1-50. 8. Echelard Y., Destrempes
M.M., Koster J.A., Blackwell C., Groen W., Pollock D., Williams
J.L., Behboodi E., Pommer J., Meade H.M., 2002 — Theriogenology
57, 779. 9. Galli C., Lagutina I., Crotti G., Colleoni S., Turini P.,
Ponderato N., 2003 — Nature 424, 635. 10. Gandolfi F., Moor R.M.,
1987 - J. Reprod. Fertil. 81, 23-28. 11. Garcia-Isperito 1., Lopez-Ga-
tius F., Bech-Sabat G., Santolaria P., Yaniz J.L., Nogareda C., De
Rensis F., Lopez-Béjar M., 2007 — Theriogenology 67, 1379-1385.
12. Gordon J.W., Scangos G.A., Plotkin D.J., Barbosa J.A., Rud-
dle F.H., 1980 — Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 7380-7384. 13. Ham-
mer R.E., Pursel V.G., Rexroad C., Wall R.J., Bolt D.J., Ebert K.M.,
Palmiter R.D., Brinster R.L., 1985 — Nature 315, 680-683. 14. Han-
sen P.J., 2007 - Theriogenology 67, 1518-1529. 15. Keefer C.L.,
Baldassarre H., Keyston R., Wang B., Bhatia B., Bilodeau A.S.,
Zhou J.F., Leduc M., Downey B.R., Lazaris A., Karatzas C.N., 2001
— Biology Reproduction 64, 849-856. 16. Krimpenfort P., Radema-
kers A., Eyestone W.,, Van de Achans A., Van de Broek S., Koiman
P., Kootwijk E., Platenbury G., Pieger F., Strijker R., de Boer H.,
1991 — Biotechnology 9, 844-847. 17. Lee B.C., Kim M.K,, Jang G.,
Oh H.J,, Yuda F., Kim H.J., 2005 — Nature 436, 641. 18. Lu K.H.,
Gordon I, Chen H.B., Gallagher M., McGovern H., 1988 — Vet. Rec.

122, 539-540. 19. Mattioli M., Bacci M.L., Galeati G., Seren E., 1989
— Theriogenology 31, 1201-1207. 20. Niemann H., Wrenzycki C.,
2000 — Theriogenology 53, 21-23. 21. Park K.W.,, Lai L., Cheong
H.T., Cabot R., Sun Q.Y., Wu G., Rucker E.B., Durtschi D., Bonk
A., Samuel M., Rieke A., Day B.N., Murphy C.N., Carter D.B., Prat-
her R.S., 2002 - Biology of Reproduction 66, 1001-1005. 22. Pole-
jaeva LA., Chen S.H., Vaught T.D., Page R.L., Mullins J., Ball S.,
2000 — Nature 407, 86-90. 23. Squires E.L., Carnevale E.M., McCue
P.M., Bruemmer J.E., 2003 — Theriogenology 59, 151-170. 24. Robl
J.M., Wang Z., Kasinathan P., Kuroiwa Y., 2007 — Theriogenoclogy
67, 127-133. 25. Roschlau K., Rommel P., Andreewa L., Zackel M.,
Roschlau D., Zackel B., Schwerin M., Huhn R., Gazarjan K.G.,
1989 — Journal Reproduction and Fertility 38, suppl., 153-160. 26.
Salamone D., 2005 — New Scientist 2481, 15. 27. Schnieke A.E.,
Kind A.J., Ritchie W.A., Mycock K., Scott A.R., Ritchie M., Wilmut
l., Colman A., Campbell K.H.S., 1997 — Science 278, 2130-2133. 28.
Shin T., Kraemer D., Pryor J., Liu L., Rugila J., Howe L., 2002 -
Nature 415, 859. 29. Sperandio S., Lulii V., Bacci M.L., Forni M.,
Maione B., Spadafora C., Lavitrano M., 1996 — Animal Biotechno-
logy 7, 59-77. 30. Thibier M., 2004 — Embryo Transfer Newsletter
22(4), 12-19. 31. Van Berkel P.H., Welling M.M., Geerts M., Van
Veen H.A., Ravensbergen B., Salaheddine M., Pauwels E.K., Pie-
per F., Nuijens J.H., Nibbering P.H., 2002 — Nature Biotechnology
20, 484-487. 32. Wakayama T., Perry A.C., Zuccotti M., Johnson
K.R., Yanagimachi R., 1998 — Nature 394, 369-74. 33. Wall R.J.,
Powell A.M., Paape M.J., Kerr D.E., Bannerman D.D., Pursel V.G.,
Wells K.D., Talbot N., Hawk H.W., 2005 — Nature Biotechnology
23(4), 445-451. 34. Wall R.J., 2002 - Theriogenology 57, 189-201.
35. Wilmut 1., Schnieke A.E., McWhir J., Kind A.J., Campbell
K.H.S., 1997 — Nature 358, 810-813. 36. Zhou Q., Renard J.P., Le
Friec G., Brochard V., Beaujean N., Cherifi Y., 2003 — Science 302,
1179.

Wptyw polimorfizmu
wybranych genow na
wystepowanie mastitis
u krow

Grazyna Sender,
Karima Galal Abdel Hameed

IGIHZ PAN w Jastrzebcu

Prowadzona przez wiele lat w hodowli zwierzgt selekcja kon-
centrowata sie przede wszystkim na doskonaleniu cech pro-
dukcyjnych, natomiast ignorowata zdrowie zwierzat. Dopro-
wadzito to do znacznego wzrostu produkcyjnoéci, jednak za-
pomniano, ze najwazniejszymi cechami, preferowanymi
w selekcji naturalnej, jest sukces rozrodczy i zdrowie zwie-
rzgt, a takze, ze wzrost osiagniety przez selekcje jednej ce-
chy powoduje czesto spadek w innych cechach. Konsekwen-
cja wzrostu produkcyjnosci zwierzat, osiggnietej poprzez se-
lekcje, byto pogorszenie ich zdrowia. Jednak wysoka produk-
cja nie jest mozliwa bez dobrego zdrowia zwierzat, wigc aby
je zapewni¢ uzalezniono sie od interwencji weterynaryjnych
i stosowania antybiotykow. Konsekwencjg tych dziatan byto
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pojawienie sie problemow zdrowotnych u ludzi wynikajgcych
z chorob odzwierzecych, jak zakazenia bakteriami z grupy E.
coli czy Salmonella poprzez kontakt z chorymi zwierzetami
lub produktami pochodzacymi od chorych zwierzat.

Wraz ze wzrostem niebezpieczenstwa wystgpienia choréb
odzwierzecych, wzrasta takze presja publiczna na poswieca-
nie wigkszej uwagi zdrowiu zwierzgt. Dodatkowo wzrastajg
réwniez wymagania konsumentow, ktorzy poszukujg produk-
tow pochodzenia zwierzgcego wyprodukowanych w sposob
naturalny. Nie bez znaczenia jest rdbwniez coraz mniejsza e-
fektywnoé¢ antybiotykow, bedaca rezultatem wystepowania
u zwierzat chorob wywotanych bakteriami opornymi na dzia-
tanie antybiotykdéw. Wszystko to razem stanowi wazny powod
do skoncentrowania wysitkow prowadzacych do wyhodowa-
nia zwierzat charakteryzujacych sie lepsza naturalng odpor-
noscig na choroby.

W Zaktadzie Doskonalenia Zwierzat IGIHZ PAN w Ja-
strzebeu od lat trwajg prace nad wykorzystaniem metod ge-
netycznych stuzacych wyhodowaniu zwierzat odpornych na
zapalenie wymienia. Dotychczasowe metody stosowane
w celu ograniczenia wystepowania mastitis, a polegajace
gtéwnie na poprawie warunkéw srodowiskowych utrzymania
krow mlecznych oraz stosowania antybiotykow w leczeniu
chorych zwierzat, nie przyniosty oczekiwanych wynikow. Naj-
nowsze metody statystyczne, na przyktad wykorzystanie ,mo-
delu zwierzgcia” do szacowania wartosci hodowlanej (gene-
tycznej) liczby komérek somatycznych (wskaznik mastitis),
pozwolity na potwierdzenie genetycznych rdznic w podatno-
Sci (opornoéci) krow na zapalenie wymienia w populacji bydta
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mlecznego hodowanego w Polsce [21]. Obecnie w wielu kra-
jach w programach hodowlanych wykorzystuje sie w selekgc;ji
krow roéznice genetyczne buhajow pod wzgledem przekazy-
wania potomstwu opornosci (podatnosci) na zapalenie wy-
mienia. Podatnos¢ kréw na zapalenie wymienia mierzy sie za
pomocg liczby komérek somatycznych w mleku, co jest
wskaznikiem zapalenia wymienia oraz informacja o czestosci
wystgpowania klinicznych przypadkéw mastitis [23]. Liczba
komorek somatycznych w mleku jest cecha najczesciej uzy-
wang w programach hodowlanych bydta mlecznego do selek-
cjonowania kréw mniej podatnych na zapalenie wymienia.
Bazujac na zwigzku pomiedzy wysoka liczbg komérek soma-
tycznych w mleku a wystepowaniem infekcji gruczotu mileko-
wego, w programach hodowlanych bydta mlecznego dazy sie
do obnizenia liczby komorek. Do rozrodu wybierane sg buha-
je, ktérych corki rzadziej chorowaty na mastitis i charaktery-
zowaly sie nizszg liczbg komoérek somatycznych w mleku
[23]. Ten rodzaj selekcji wydaje sie by¢ dos¢ skuteczny, po-
niewaz obserwuje sig tendencje do spadku czgstosci wyste-
powania mastitis u corek buhajow selekcjonowanych w ten
sposob [5, 15]. Jednak ciggle dyskutuje si¢ o stusznosci ob-
nizania liczby komoérek somatycznych w mleku, ze wzgledu
na role jakg odgrywajg w zwalczaniu infekcji bakteryjnych wy-
mienia. W kilku doswiadczeniach stwierdzono, ze bardzo nis-
ka liczba komérek somatycznych w mleku moze byé nieko-
rzystna z punktu widzenia odpornoéci zwierzecia [14, 18].
W przypadku eksperymentalnego zainfekowania wymienia
krow gronkowcem ztocistym stwierdzono, ze lepiej radzity so-
bie ze zwalczeniem infekcji bakteryjnych krowy, ktore charak-
teryzowaly sie wyzszg liczbg komérek somatycznych w mle-
ku przed rozpoczeciem doswiadczenia.

Innym sposobem wybierania do rozrodu buhajow, ktore
przekazujg potomstwu mniejszg sktonnoé¢ do zachorowania
na zapalenie wymienia jest selekcja wspomagana markerami
(marker assisted selection — MAS), ktéra wykorzystuje mar-
kery genetyczne do przewidywania wartosci genetycznej
zwierzat. Selekcja wspomagana markerami polega na wyko-
rzystaniu markerow genetycznych, czyli znanych sekwencji
DNA, do identyfikacji genéw cech ilosciowych, tzw. QTL (qu-
antitative trait loci). Informacje o QTL moga by¢é wykorzysta-
ne w programach hodowlanych do zidentyfikowana osobni-
kow z korzystnym wpltywem QTL na ceche [4]. W badaniach
prowadzonych w Stanach Zjednoczonych i w Europie, od
1996 roku poszukuje sig¢ QTL powigzanych z opornoscig
(podatnoscia) krow na zapalenie wymienia. Prace nad mapo-
waniem QTL powigzanych z liczba komorek somatycznych
w mleku i wystepowaniem klinicznych przypadkow mastitis
polegaja na skanowaniu catego genomu bydta. Jednak pier-
wsze wyniki mapowania sg niezadowalajgce, glownie z po-
wodu przyjetej na poczgtku badan doé¢ duzej odlegtosci (20
cM) pomiedzy markerami. Z badan tych wynika [1, 2], ze naj-
bardziej prawdopodobna pozycja QTL odpowiadajgcych za
liczbe komorek somatycznych w mleku znajduje sie na chro-
mosomie 23, blisko markera 513. Stwierdzono réwniez QTL
powigzane z liczbg komorek somatycznych na chromosomie
6, 7110 [27]. Natomiast z badanh Zang i wsp. [29] wynika, Zze
QTL powigzane z czestoscig wystepowania klinicznych przy-
padkéw mastitis znajdujg sie na chromosomie 6 i 17, a po-
wigzane z liczhg komérek somatycznych na 13, 14 i 26 chro-
mosomie. W europejskich badaniach mapowania genomu
bydta stwierdzono, ze QTL odpowiedzialne za zdrowie wy-
mienia wystepujg na chromosomie 13 i 19 [16], natomiast
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odpowiedzialne za skionnoé¢ krow do zachorowania na kli-
niczng posta¢ mastitis wystepuja na chromosomach 6, 3, 4,
14 i 27 [10].

Mapowanie QTL powigzanych z liczbg komérek somatycz-
nych w mleku i czestoscig wystgpowania klinicznych przy-
padkéw mastitis jest obecnie kontynuowane w sposéb bar-
dziej precyzyjny — przyjeto mniejsza odlegtos¢ pomiedzy mar-
kerami. Prowadzenie tych badan jest bardzo diugotrwate,
pracochtonne i kosztowne, poniewaz wymaga stworzenia ro-
dzin referencyjnych. Tworzenie rodzin referencyjnych polega
na krzyzowaniu osobnikéw nalezacych do odlegtych gene-
tycznie ras (np. krzyzowanie prymitywnej rasy bydia i rasy
udoskonalonej), jak réwniez osobnikéw o zréznicowanej u-
zytkowosci w obrebie rasy. W przypadku tworzenia rodzin re-
ferencyjnych do mapowania QTL powigzanych z wystepowa-
niem mastitis idealng sytuacjg byloby skrzyzowanie linii se-
lekcjonowanej na podatnos¢ na zapalenie wymienia z linig
selekcjonowang na opornos¢. W tak skrzyzowanych rasach
lub liniach nastepuje segregacja cech i markeréw, i do mapo-
wania QTL wykorzystywane jest dopiero pokolenie Fa.

Innym sposobem poszukiwania genow lub markeréw po-
datnosci (opornosci) na zapalenie wymienia jest okreslenie
genow, ktorych produkty wplywajg bezposrednio na poziom
badanej cechy. W tym przypadku konieczne jest wykorzysta-
nie informaciji o biologii i funkcji gendw i ich produktow w or-
ganizmie. Tego typu badania pozwalajg na doktadng analize
statystyczng duzej populacji zwierzat, poniewaz nie wymaga-
ia krzyzowania réznych ras czy tez wyselekcjonowanych linii
osobnikow odrebnych genetycznie.

Poszukiwanie genéw powigzanych z podatnoscig (opor-
noscig) krow na zapalenie wymienia rozpoczeto od genow
nalezacych do gtdwnego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC),
poniewaz wczesniej znaleziono powigzanie pomiedzy tymi
genami i innymi chorobami bydta [11, 12, 28], a takze z po-
wodu istotnej funkeji genéw MHC u ssakow, polegajacej na
regulacji odpowiedzi immunologicznej na pojawiajgce si¢ in-
fekcje bakteryjne i wirusowe. U bydta geny gtébwnego uktadu
zgodnosci tkankowej, nazywane BolA (bovine lymphocyte
antigen), znajdujg sie na 23 chromosomie. Produkty genow
BoLA klasy Il wystepujg na limfocytach B, T, makrofagach
ptucnych, monocytach, komoérkach gruczotu mlekowego i ko-
markach nablonkowych w oskrzelach [6]. Regulujg one im-
munologiczne rozpoznanie antygenow. Produkty genow Bo-
LA klasy Il odgrywaja wazna role podczas prezentacji anty-
genu limfocytom T oraz wptywaja na liczbe i rodzaj komarek
T [3].

Wsréd genow klasy Il zainteresowano sig genem BolA-
DRB3, jako potencjalnym genem kandydujacym podatnoéci
na mastitis. W Jocus BoLA-DRB3 w eksonie 2 zidentyfikowa-
no 103 allele [20, 26]. W genie tym ekson 2 jest wazny fun-
kcjonalnie, poniewaz koduje miejsce wigzania peptydow
i w zwigzku z tym wplywa na mozliwos¢ immunologicznego
rozpoznawania obcych biatek. Dotychczasowe badania
wskazujg na powigzanie miejsc polimorficznych w eksonie 2
genu BolLA-DRB3 z wystepowaniem mastitis u krow [9, 13,
17, 23, 25]. Szczegdlnie zainteresowano sie powigzaniem
dwéch alleli BoLA-DRB3.2*16 oraz BoLA-DRB3.2*23 z wy-
stepowaniem stanu zapalnego wymienia u kréw. Kelm i wsp.
[9] stwierdzili powigzanie allelu BoLA-DRB3.2*16 z wyzsza
wartoscig hodowlang liczby komoérek somatycznych (P<0,05)
oraz wzrost czestosci klinicznej postaci mastitis u osobnikéw
z allelem BoLA-DRB3.2*8. Odwrotng zalezno&¢, czyli spadek
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czestosci zapalen z objawami klinicznymi, zanotowano u o-
sobnikow z allelem BolLA-DRB3.2*11 i BolLA-DRB3.2*23.
Przeciwne wyniki otrzymali Sharif i wsp. [25], wykazujgc
wptyw allelu BoLA-DRB3.2*16 na obnizenie liczby komérek
somatycznych w mleku krow rasy holsztynskiej w Kanadzie.
Znalezli rowniez istotng zaleznos¢ pomiedzy allelem BoLA-
DRB3.2*23 a czestszym wystepowaniem klinicznych zapalen
wywotanych bakteriami E. coli.

Z badan wykonanych w Instytucie Genetyki i Hodowli
Zwierzat PAN w Jastrzebcu wynika, ze krowy bedace nosi-
cielkami allelu BoLA-DRB3.2*16 sa bardziej oporne, nato-
miast bedgce nosicielkami BoLA-DRB3.2*23 — bardziej po-
datne na zapalenie wymienia mierzone za pomoca liczby ko-
morek somatycznych. Jednak bardziej szczegotowa diagno-
za stanow zapalnych wymienia, a wigc ustalenie przyczyn
zakazenia, wskazuje, ze nosicielki allelu BolLA-DRB3.2*23
byly bardziej podatne na podkliniczne stany zapalenia wymie-
nia wywolane Str. dysgalactiae, natomiast nosicielki allelu
BolLA-DRB3.2*16 byly bardziej podatne na utajone stany za-
palne wymienia wywotane koagulazo-negatywnymi gronkow-
cami [8, 23].

Prowadzone w Instytucie Genetyki i Hodowli Zwierzat
PAN w Jastrzgbcu badania gendw warunkujgcych podatnosé
na mastitis dotyczg réwniez polimorfizmu genu laktoferyny.
Laktoferyna jest biatkiem wielofunkcyjnym, ale jej gtownym
zadaniem jest zapobieganie infekcjom bakteryjnym. Jest to
powodowane prawdopodobnie duzym powinowactwem tego
biatka do jonow Fea", czerpaniem ich ze srodowiska i pozba-
wianiem bakterii zelaza koniecznego do ich wzrostu [7]. Me-
chanizm dziatania laktoferyny nie zostat jeszcze do konca
poznany, wiadomo jednak, ze poziom tego biatka wzrasta
znacznie podczas infekcji gruczotu mlekowego. Gen laktofe-
ryny wystepuje w 22 chromosomie bydta [19]. Celem badan
prowadzonych w IGIHZ w Jastrzebcu byto poszukiwanie
zwigzku pomiedzy polimorfizmem genu laktoferyny w intronie
6 a wystepowaniem zapalenia wymienia u krow mlecznych.
Najnizszg liczbe komérek somatycznych stwierdzono w gru-
pie krow z genotypem BB laktoferyny, roznigca sie istotnie
(P<0,01) od liczby komorek somatycznych w grupie krow ho-
mozygot AA i heterozygot. Najwyzsza liczbg komérek soma-
tycznych charakteryzowaly sig heterozygoty i réznily sie istot-
nie (P<0,01) od pozostatych zwierzat. Krowy z genotypem BB
laktoferyny byty najmniej podatne na stany zapalne wymienia
mierzone za pomocg liczby komdrek somatycznych, jednak
frekwencja allelu B byta stosunkowo niewielka i wynosita
0,20 [24].

Podsumowujac przeglad badan dotyczgcych poszukiwa-
nia gendw podatnoéci (opornosci) na zapalenie wymienia na-
lezy podkreslic, ze w dalszych badaniach bedg dominowaty
dwa kierunki:

» Po pierwsze, bedzie to wybdr cechy, na podstawie ktorej
bedziemy okresla¢ podatnosc (odpornosc) kréw na zapalenie
wymienia. Dotychczas w badaniach wykorzystywano gtéwnie
liczbe komérek somatycznych lub czestosé wystepowania kli-
nicznych przypadkow mastitis. W nielicznych tylko badaniach
miarg zwigzku podatnosci (opornoéci) na mastitis byto wyste-
powanie infekcji bakteryjnych wymienia. Wydaje sie jednak,
ze prowadzone na duzg skale badania genetycznych uwarun-
kowan zakazenia gruczotu mlekowego pozwolg odpowie-
dzie¢ na wiele pytan zwigzanych z podatnoscig (odporno-
§cia) na mastitis, poniewaz pewne geny moga by¢ powigzane
z podatnoscig na zapalenie wymienia wywotywane jednym

przeglad hodowlany nr 11/2007

rodzajem bakterii chorobotwdérczych, natomiast nie majg
zwigzku z podatnoscig na stan zapalny wymienia wywotany
przez inne bakterie.

* Po drugie, bedzie to wybér sposobu selekcjonowania
zwierzat opornych na zapalenie wymienia. Mozemy prowa-
dzi¢ selekcje zwierzat z korzystnym allelem, w przypadku zi-
dentyfikowania kilku genow posiadajgcych duzy wptyw na
podatnoé¢ (odpornos¢) na mastitis. Genami kandydatami
z duzym wplywem na ceche moga byé¢, na przyktad, gen Bo-
LA-DRB3 czy gen laktoferyny. Druga mozliwos¢, to wybor
najlepszego skumulowanego wplywu wielu gendw, w przy-
padku znalezienia genow o matym wptywie na podatnos¢ (o-
pornosc) na mastitis. Prawdopodobne jest zastosowanie tych
metod jednoczesnie, w celu wyhodowania zwierzat posiada-
jacych naturalng odpornoé¢ na infekcje bakteryjne wywotuja-
ce stan zapalny wymienia.
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