rozwoj i, jak sie wydaje, moga by¢ stopniowo eliminowane
z tkanek w czasie rozwoju. W ten sposéb urodzony osobnik
wywodzi si¢ catkowicie ze zrekonstruowanego blastomeru.
Praca opublikowana zostata w 2006 r. w amerykanskim cza-
sopismie ,Biology of Reproduction”.

Pomimo dotychczasowych ograniczen klonowania soma-
tycznego, mozliwosci jakie stwarzataby ta technika w hodowli
i produkcji zwierzecej sg potencjalnie bardzo duze. Wpraw-
dzie przyspieszenie postepu hodowlanego poprzez uzyska-
nie w krotkim czasie duzej liczby identycznych zwierzat o naj-
bardziej wartosciowych i §cisle okreslonych genotypach jest,
jak na razie, ze wzgledu na koszty (zwlaszcza dla przeciet-
nych hodowcéw) nieoptacalne i mato realne, tym niemniej
jednak w niektorych krajach, zwtaszcza w USA, przeprowa-
dzane jest u bydta klonowanie osobnikow o szczegolnie war-
tosciowych cechach genetycznych. W 2000 roku dokonano
w Kanadzie udanej proby sklonownia jednego z najlepszych
(w swoim czasie) buhajow, buhaja Hanoverhill Starbuck. Ha-
noverhill Starbuck Il narodzit sie w dwa lata po Smierci jego
wojca”. Oprocz potencjalnych mozliwosci powielania u zwie-
rzat gospodarskich szczegdélnie cennych okazéw ras mlecz-
nych i migsnych, duze znaczenie dla hodowli miatoby uzys-
kanie klonow zwierzat cechujgcych sie duzg odpornoécig na
choroby, w tym réwniez na choroby pasozytnicze. W USA
podjeto préby klonowania osobnikdw, u ktérych stwierdzono
naturalng, genetycznie uwarunkowang odpornosé na bruce-
loze. Zainteresowaniem cieszg sie takze rasy bydta i owiec
pochodzace z geograficznie izolowanych wysp, gtéwnie no-
wozelandzkich, a takze rzadka juz dzi§ rasa owiec gulf coast

native, u ktorych wytworzyta sie duza, niespotykana u innych
ras, odpornoé¢ na choroby pasozytnicze.

Dla hodowli i produkcji miesa bardzo istotna jest obecnie
mozliwos¢ uzyskania, drogg tzw. sterowanej mutagenezy o-
raz klonowania somatycznego, zwierzat ze znokautownym
(zinaktywowanym) genem biatka prionowego odpowiedzial-
nego za powstawanie pasazowalnych encefalopatii ggbczas-
tych (TSEs — transmissible spongiform encelophathies),
zwtaszcza scrapie u owiec i BSE (bovine spongiform ence-
lophathy) u bydta. Ma to o tyle istotne znaczenie, oproécz po-
wodow czysto ekonomicznych, ze istniejg uzasadnione po-
dejrzenia o zoonotyczne powigzania pomiedzy BSE a nowg
odmiang choroby Creutzfeldta-Jakoba (nvCJD — new variant
Creutzfeldt-Jakob Disease) u ludzi. Pierwsze tak zmodyfiko-
wane genetycznie osobniki u bydia uzyskali niedawno bada-
cze japonscy i amerykanscy.

Niska efektywnos¢ klonowania somatycznego (najliczeb-
niejsze klony somatyczne liczg u bydta najwyzej 10-13 osob-
nikow) z jednej strony, z drugiej zas mozliwosci, jakie ta tech-
nika stwarza, powodujg, ze poznanie mechanizmow, ktore
odpowiedzialne sa za prawidiowy rozwoéj rekonstruowanych
zarodkow jest sprawg absolutnie konieczng. Badania w tym
zakresie prowadzone w IGiHZ PAN w Jastrzebcu oraz IZ-PIB
w Balicach mogg wnie&¢ istotny wkiad w podwyzszenie efek-
tywnosci klonowania oraz poprawe jako$ci zarodkow uzyski-
wanych w wyniku klonowania somatycznego.

Badania przeprowadzone w IGiHZ PAN finansowane byty
z tematu statutowego S.ll1.1.3, projektu grantowego 2P06D
02626 oraz Sieci Naukowej Biotechnologia Rozrodu.

Funkcjonalna genomika
bydta - polimorfizm

| ekspresja genow
kandydujacych na markery
genetyczne produkcji
mlecznej i migsne;

Lech Zwierzchowski

IGIHZ PAN w Jastrzebcu

Najwazniejszym celem funkcjonalnej genomiki zwierzat gos-
podarskich jest poszukiwanie genetycznych markeréow cech
produkcyjnych. Poszukuje sie takze markeréw dla innych
cech waznych z punktu widzenia hodowli zwierzat — ptodno-
§ci i plennoéci, odpornoéci na choroby, diugosci uzytkowania
produkcyjnego, dtugowiecznosci.

W jednej z metod identyfikacji markeréw cech ilosciowych
ocenia sig wpltyw polimorfizmu tzw. gendéw kandydujgcych
(candidate genes) na fenotypowg warto$¢ okreslonych cech
ilosciowych. Badania takie dotyczg gendw o znanej sekwencji
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nukleotydowej i zdefiniowanym udziale w regulacji procesow
biochemiczno-fizjologicznych, ksztattujacych okreslong ce-
che. Wystepowanie zmienno$ci allelicznej w czeéciach struk-
turalnych oraz regulatorowych genéw kandydujgcych moze
wpltywaé na zréznicowanie cech fenotypowych zwierzat.

Zidentyfikowano kilkanascie mutacji o bardzo duzym efek-
cie fenotypowym, zwigzanym z cechami produkcyjnosci
mlecznej lub miesnej bydta, np. mutacje genow kazeiny K
[11], DGAT1 [7] i GHR [3]. Jednym z najbardziej efektownych
osiagnie¢ genomiki funkcjonalnej bydta byto wykrycie ,funk-
cjonalnych” mutacji w genie miostatyny (GD 8 — growth, dif-
ferentiation factor 8, biatko z rodziny czynnikéw TGFf), ktéra
jest inhibitorem wzrostu i réznicowania mieéni [8]. W genie
miostatyny bydta wykryto kilkanascie mutacji. Niektére z nich,
zlokalizowane w eksonach Il i lll, powoduja powstanie przed-
wczesnych kodonéw ,stop” lub przesunigcie ramki odczytu,
zatrzymanie translacji i powstanie skroconych, nieaktywnych
biatek. U niektérych ras bydta prowadzi to do powstania prze-
rostu migéni — tzw. fenotypu podwdéjnego umieénienia (double
muscled cattle). Takie bydio charakteryzuje sie bardzo duzg
produkcjg migsa o dobrej jakosci. Mutacje o bardzo duzym
efekcie fenotypowym wykryto w genach kozich kazein oS1,
oS2 i . Polimorfizm kazeiny «S1 wptywa na przebieg skfa-
dania transkryptu (alternative splicing), translacje mRNA i na
zawartos¢ kazeiny o w mleku. Wykryto kilkanascie wariantow
genu kazeiny oS1 kozy. Warianty ,silne” — A, B, C — warun-
kujg duzg zawartosS¢ kazeiny o w mleku, warianty ,stabe” —
matg zawarto$¢, a wariant ,0" — catkowity brak tej kazeiny
w mleku kéz [17].

Postep genomiki funkcjonalnej zalezy w duzej mierze od
poznania genomow zwierzat gospodarskich i innych zwierzat
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domowych. Znana jest petna sekwencja genomu cztowieka,
myszy, kury i psa. Udostepniono juz wstepne wyniki sekwen-
cjonowania genomu bydta (http://www.ncbi.nlm. nih. Gov/ge-
nome/guide/ cow/index.html). Sekwencjonowanie genomu
$wini zostanie przypuszczalnie zakohczone w ciggu dwoch
lat. W internetowych bazach danych dostgpne sg sekwencje
roznych fragmentéw DNA zwierzat gospodarskich i domo-
wych — sekwencje kodujgce genodw, sekwencje nie-kodujace,
w tym regulatorowe, cDNA i inne. W bazie GenBank znajduje
sig obecnie (wrzesien 2007) nastepujaca liczba zapisow
sekwencji dla réznych gatunkow zwierzat domowych: bydto —
671 398; kura — 611 068; Swinia — 291 808; kon — 23 030;
karp — 12 512; owca — 11 656; koza — 2478, pies —1 984 880;
kot — 113 346. Badane sg funkcje réoznych sekwencji geno-
mowych, przy zastosowaniu nowoczesnych metod molekular-
nych — transkryptomiki, proteomiki, metabolomiki.

Polimorfizm sekwencji nukleotydowej moze istotnie wply-
wac na funkcje genu. Efekt polimorfizmu zalezy od rejonu
genu, w jakim jest on zlokalizowany. Mutacje w rejonach pro-
motorowych gendw moga modyfikowaé wigzanie czynnikow
transkrypcyjnych, wptywaé¢ na tempo transkrypcji i na eks-
presje gendw. Polimorfizm w miejscach sktadania pierwotne-
go transkryptu moze prowadzi¢ do powstawania réznych
transkryptow (alternatywny splicing), a nawet réznych biatek.
Mutacje w rejonach kodujgcych genéw (eksonach) mogg
wptywaé modyfikujgco na biologiczne witasciwosci biatka —
produktu ekspresji genu. Taki funkcjonalny polimorfizm moze
w efekcie wplywa¢ na wazne cechy fizjologiczne i bioche-
miczne zwierzgcia (np. zmiany w sekrecji i poziomie hormo-
now; szlakow metabolicznych) i w efekcie modyfikowac¢ waz-
ne cechy produkcyjne (mutacje przyczynowe).

Geny-markery cech ilosciowych identyfikuje sie zazwyczaj
na podstawie wyliczonej matematycznie korelacji miedzy o-
becnoscig w genotypie okreslonych form polimorficznych ge-
nu a wystgpieniem, brakiem lub poziomem jakiej$ cechy. Ta-
ka korelacja nie okreéla jednak zwigzku przyczynowego mie-
dzy genotypem a cechg. Mimo licznych badan, dostepnoéci
sekwencji catych genoméw albo znacznych ich fragmentdw
i innych informacji z réznych obszaréw biologii, proces wy-
jasniania zaleznosci genotyp-fenotyp jest dopiero w fazie po-
czatkowej.

Celem naszych badan, prowadzonych w Zaktadzie Biologii
Molekularnej Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN
w Jastrzebcu, byto poszukiwanie genetycznych markerow
cech produkcyjnych u zwierzat gospodarskich. Analizowano
polimorfizm gendéw-kandydatow, wytypowanych na podsta-
wie biologicznej funkcji kodowanych przez nie biatek, a nas-
tepnie starano sie okresli¢ funkcjonalne zaleznoéci pomiedzy
genotypem a cechg. Moim zdaniem, takie podejécie moze nie
tylko doprowadzi¢ do opartego na racjonalnych podstawach
wytypowania gendéw-markerow cech produkcyjnych bydta, a-
le pozwoli takze na poznanie niektérych molekularnych me-
chanizméw oddziatywania genotypu na fenotyp. Badania pro-
wadzone byly, miedzy innymi, w ramach projektu zamawia-
nego MNiSW ,ldentyfikacja polimorfizmu sekwencji koduja-
cych i regulacyjnych gendéw: hormonu wzrostu, prolaktyny,
ich receptorow oraz czynnikow transkrypcyjnych Pit-|
i STATS u bydta — mechanizmy ich oddziatywania na cechy
uzytkowe”, realizowanego w latach 2001-2004, i obecnie sg
kontynuowane w ramach koordynowanego przez nasz Insty-
tut projektu zamawianego ,Funkcjonalna genomika bydta —
polimorfizm i ekspresja gendw uczestniczgcych w regulacji
rozwoju miesni i zwigzanych z cechami produkcyjnosci mies-
nej i jakoscig wotowiny”.
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Realizujac te projekty postawilismy nastepujacg hipoteze
badawcza:

— genetycznie uwarunkowane zroéznicowanie w produkcyj-
nosci zwierzat wynika z indywidualnych lub zwigzanych z ra-
sg roznic w sekwencji nukleotydow w genach kluczowych dla
regulacji proceséw biochemiczno-fizjologicznych, ksztattuja-
cych okreslong cecheg;

— kluczowa role w ksztattowaniu cech produkcyjnych majg
funkcjonalne mutacje w obrebie tych gendw, tzn. takie, ktore
wplywaja na ekspresje genu lub na wtasciwosci kodowanych
biatek;

— zwierzeta o wyraznie roznigcej sie uzytkowosci, np. u-
zytkowosci migsnej lub mlecznej, réznia sig profilem ekspresji
gendw tkankowo specyficznych;

— profil ekspresji gendw jest zréznicowany w poszczegol-
nych okresach rozwoju osobniczego;

— zroznicowana ekspresja gendw moze wynika¢ z polimor-
fizmu sekwencji nukleotydéw w rejonach regulatorowych.

Oczywiscie takie zalozenia sg pewnym uproszczeniem,.
Nie uwzglednia ono faktu, ze wigkszos¢ cech produkcyjnych
to tzw. cechy ilosciowe, determinowane przez dziesiatki,
a nawet setki roznych genéw. Tym niemniej juz obecnie zna-
nych jest co najmniej kilka genow, nazywanych niekiedy ge-
nami gtéwnymi, ktérych mutacje majg dla okreslonych cech
znaczenie zasadnicze. Wymieni¢ tu mozna polimorfizm genu
kazeiny « i zwigzane z nim roznice w jakosci mleka krowie-
go, jako surowca do produkcji serow; polimorfizm genu mios-
tatyny i jego zwigzek z wydajnoécig i jakoscig wotowiny; mu-
tacja genu RYR1, wplywajgca na jakos¢ migsa éwin, czy po-
limorfizm genéw BMP15 (bone morphogenetic protein) i jego
receptora (BMPR-1B-Alk6), lezacy u podstaw duzej plennos-
ci owiec rasy merynos booroola. Mamy nadzieje, ze wynikiem
naszych badan takze bedzie identyfikacja genow o kluczo-
wym znaczeniu dla podstawowych cech produkcyjnych bydta
— mlecznosci i migsnosci.

Do badan wytypowano geny, ktore ze wzgledu na funkcje
kodowanych przez nie bialek sa kandydatami na markery
cech produkcyjnych lub cech funkcjonalnych (np. rozrodu)
zwierzat gospodarskich. Analizowano wigc polimorfizm ge-
néw: biatek mleka (kazein); hormonu wzrostu (GH); prolakty-
ny (PRL); receptora GH (GHR); czynnika transkrypcyjnego
Pit-1, zawiadujacego syntezg GH i PRL w przysadce; czynni-
ka transkrypcyjnego STAT5, uczestniczacego w przekazy-
waniu sygnatlu GH i PRL we wnetrzu komoérek; miostatyny
(MNTN) — biatka hamujgcego rozwéj miesni; leptyny — hor-
monu zwigzanego z pobraniem, wykorzystaniem paszy
i z rozrodem; receptorow estrogenowych « i p (ERa i ERp),
zwigzanych z rozrodem oraz regulacjg wzrostu i roznicowa-
nia komorek i tkanek.

Schemat badan byt nastepujacy. Najpierw poszukiwano
polimorfizmu w rejonach kodujacych i regulatorowych wyty-
powanych genow. Stosowane byly standardowe metody, o-
parte na tancuchowej reakcji polimerazy (PCR — polymerase
chain reaction): polimorfizm konformacyjny pojedynczych nici
DNA (SSCP - single-strand conformation polymorphism),
PCR-HD (PCR-heteroduplex), sekwencjonowanie i polimor-
fizm dtugosci fragmentéw restrykeyjnych (RFLP — restriction
fragment length polymorphism). Nastepnie badano wplyw
znalezionego polimorfizmu na funkcje genu lub na wlasciwo-
§ci biologiczne biatka kodowanego przez ten gen. Jezeli byt
to polimorfizm zlokalizowany w rejonie regulatorowym genu
(promotorze), badano czy wpltywa on na wigzanie czynnikdw
transkrypeyjnych, biatek jgdrowych regulujacych ekspresje.
Wigzanie czynnikéw transkrypcyjnych do DNA analizowano
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najpierw teoretycznie, stosujgc symulacje komputerowe
w programach TESS i TRANSFAC (podobienstwo polimor-
ficznej sekwencji DNA do ,konsensusu” dla okreslonego
czynnika), a nastepnie do$wiadczalnie za pomocg metody
EMSA (electromobility shift assay). Ekspresje genu analizo-
wano na poziomie mRNA, za pomocg metod RT-PCR (re-
verse transcription PCR) lub Real-time PCR, lub na poziomie
biatka, stosujgc metode Western-blotting. Dla polimorfizmow
zlokalizowanych w rejonach kodujacych gendw biatek recep-
torowych (receptora prolaktyny i receptora estrogenow)
przeprowadzano analize parametréw wigzania odpowiednich
ligandow stosujac metode Scatcharda, ktéra pozwala na o-
kreslenie powinowactwa wigzania (stata dysocjacji — Kg) i po-
jemnosci wigzania (Bmax). Badano takze wplyw polimorfizmu
na parametry sekrecji i poziom hormondéw (PRL, GH, IGF1)
we krwi bydta. Dla biatek bedacych czynnikami transkrypeyj-
nymi, np. dla czynnika STATS5A, badano réznice w wigzaniu
z DNA. Dla wigkszosci znalezionych polimorfizméw analizo-
wano zwigzek z cechami produkcyjnymi bydtfa. Ta czes¢ ba-
dan byta wykonywana we wspolpracy z Zaktadem Doskona-
lenia Zwierzat naszego Instytutu. Zakres prowadzonych ba-
dan przedstawiono schematycznie na rysunku.

Znaleziono kilkadziesiat nowych polimorfizméw. W wigk-
szosci byly to pojedyncze podstawienia nukleotydow (SNP —
single nucleotide polymorphism). Wykrywano takze insercje
lub delecje pojedynczych lub kilku nukleotydéw (mutacje typu
InDel) oraz polimorficzne, tandemowe powtdrzenia dwoch lub
trzech nukleotydow (mikrosatelity), zlokalizowane w intro-
nach lub w promotorach. Niektére z badanych gendéw okaza-
ty sig szczegdlnie polimorficzne (np. gen STAT5A), w innych
doé¢ trudno byto wykryé polimorfizm (np. gen GHR). Szcze-
gélnie interesujace z punktu widzenia naszych badan byly te
polimorfizmy rejondw regulatorowych (promotoréw), ktére sa
zlokalizowane w miejscach potencjalnego wigzania czynni-
kéw transkrypcyjnych. Dla niektorych z tych polimorfizmow
udato sig wykazac wyrazny zwigzek z ekspresjg genu. Ziden-
tyfikowano takze kilka polimorfizméw zlokalizowanych w re-
jonie kodujgcym gendw, ktére powodowaty podstawienia a-
minokwasow. Mozna sie byto spodziewac, ze taki polimorfizm
moze istotnie zmienia¢ wlasciwosci biatka, szczegdlnie jezeli
znajduje sie on w rejonie genu kodujgcego wazne domeny
funkcjonalne biatka — domeng wigzacg DNA w przypadku
czynnikéw transkrypcyjnych, czy domene wigzacg ligand
w przypadku receptorow. Takie zaleznoéci funkcjonalne row-
niez udato sie wykry¢.

Funkcjonalny polimorfizm genéw kazein

W naszych badaniach stwierdzono, miedzy innymi, ze tran-
zycja T/C w pozycji =733 i polimorfizm typu InDel (T/-) w po-
zycji =728 w promotorze genu bydlecej kazeiny aS1 wplywa-
ja na wigzanie czynnikow transkrypcyjnych i na ekspresje ge-
nu. Ponadto delecja T istotnie wplywata na sktad mleka krow,
zmniejszajac stezenie kazeiny aS1 w mleku. Stwierdzono
takze, ze substytucja dwoch nukleotydéw w promotorze genu
kazeiny «S2 — AC/CT w poz. —1101/~1100 zmienia powino-
wactwo do czynnika transkrypcyjnego TR (receptor hormo-
now tarczycy). Tranzycja C/T w poz. —186 genu kazeiny «:S2
wptywata na wigzanie czynnikéw transkrypcyjnych CREB
i AP1, natomiast tranzycja C/T w poz. —1084 wplywa na po-
ziom ekspresji genu w gruczole mlekowym krowy [17, 21,
22, 23].

Polimorfizm i ekspresja genow zwiazanych z ,,0sia soma-
totropowa”

Badano takze funkcjonalnos¢ polimorfizmu genu hormonu
wzrostu (GH) i innych genow zwigzanych z tzw. osig soma-
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totropowg. W rejonie promotorowym genu GH znaleziono trzy
nowe polimorfizmy typu SNP, jednak zaden z nich nie lezat
w miejscu wigzania czynnika transkrypcyjnego i dlatego nie
prowadzilismy badan nad ich ,funkcjonalnoscia”.

W rejonie promotorowym genu GHR, powyzej promotora
P1, wykazano obecnoé¢ retrotransposonu — elementu powta-
rzalnego typu LINE-1, o dtugosci 1206 pz. U pigciu krow pol-
skich lokalnych ras (polska czerwona i biatogrzbieta) stwier-
dzono brak elementu LINE-1. U tych zwierzat znaleziono tak-
ze, w formie heterozygotycznej, haplotyp typowy raczej dla
bydta zebu (Bos indicus) niz dla bydta europejskiego. Taki
sam haplotyp, w formie homo- lub heterozygotycznej, stwier-
dzono tez u niektorych ras bydta z rejonéw wschodniej i po-
tudniowej Europy — podolskiej, siwej ukrainskiej i wegierskie;j.
Moze to swiadczy¢ o ,kontaminacji” genotypem ,indicus”
niektorych ras europejskich [14, 16]. Stwierdzono ponadto
roznice w pojemnosci receptora GH (Bmax) | jego powinowa-
ctwa (Kq) do ligandu (znakowanego = GH) u bydfa mlecz-
nego o réznych genotypach GHR w odniesieniu do rejonu
promotorowego i rejonu kodujgcego domene transbtonowg
[9, 15].

W rejonie regulatorowym genu prolaktyny (PRL) bydta zi-
dentyfikowano siedem nowych mutacji — sze&¢ substytucii
i jedng delecje. Wykazano zwigzek tych polimorfizmow z eks-
presjg genu PRL w przysadce. Najbardziej interesujgcym o-
kazat sie polimorfizm TGTG/del w rejonie promotorowym ge-
nu PRL, gdyz delecja TGTG calkowicie likwidowata miejsce
wigzania czynnika GR (receptor glikokortykoidéw) i wyraznie
wplywata na ekspresje genu PRL; poziom transkryptu PRL
i zawartosc¢ biatka prolaktyny byly zawsze wieksze w przy-
sadkach zwierzat o genotypie z insercjg TGTG [12, 13].

W genie STAT5A (signal transducer and activator of tran-
scription) bydta znaleziono tacznie pietnascie nowych miejsc
polimorficznych. Mutacje zlokalizowano m.in. w odcinku pro-
motorowym oraz w eksonach kodujacych domene wigzania
z DNA i domene SH2, odpowiedzialng za aktywacje tego
czynnika transkrypcyjnego. Wiekszo$¢ znalezionych mutaciji
to pojedyncze podstawienia nukleotydéw — SNP; znaleziono
takze dwie mutacje typu InDel w sekwencjach mikrosatelitar-
nych. Niektére z mutacji zlokalizowanych w eksonach zmie-
niaja sekwencje aminokwasow w biatku [4]. Wykazano rozni-
ce w wigzaniu wariantéw genetycznych STAT5A z DNA [6].
Ponadto wykazano wptyw mutacji G/A w poz. —488 w promo-
torze genu STAT5A na ekspresje genu, mierzong na pozio-
mie mRBNA i biatka [5].

W badaniach analizowano ekspresje genéw IGF1, IGF2
i GHR w réznych okresach rozwoju osobniczego bydta (w zy-
ciu ptodowym i po urodzeniu), a takze ekspresje tych genow
w watrobie buhajkow bydta ras wyraznie zréznicowanych pod
wzgledem typu uzytkowania, zawartosci migsa w tuszy i jego
jakosci (Lisowski i Zwierzchowski, dane niepublikowane).
Probki watroby pozyskano z 2-, 5- i 8-miesigcznych ptodow
bydlecych oraz od 6-, 9- i 12-miesigcznych buhajkéw réznych
ras (hereford, limousine, czarno-biata i polska czerwona).
Stwierdzono, ze zmiany ekspresji gendéw IGF1 i IGF2 w trak-
cie ontogenezy bydta odzwierciedlajg znana funkcje tych
czynnikow w regulacji wzrostu w okresie pre- i postnatalnym.
Ekspresja genu GHR, niemal niewykrywalna w watrobie pto-
dow bydlecych, byta najwyzsza u urodzonych 6-miesiecz-
nych buhajkéw. Sa to pierwsze wyniki obrazujgce zmiany eks-
presji gendéw IGF1, IGF2 i GHR u bydta w trakcie rozwoju
osobniczego. Ponadto wykazano, ze ekspresja genu IGF1
jest wyraznie wigksza w watrobie 12-miesigcznych buhajkow
ras mlecznych (cb i pc), a ekspresja genu IGF2 jest wieksza
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w watrobie 6-miesigcznych buhajkéw ras migsnych. Stwier-
dzono tez istotne réznice migdzyrasowe w poziomie ekspre-
sji genu GHR. Uzyskane wyniki wskazujg na znaczne zrozni-
cowanie ekspresji genéw GHR, IGF1 i IGF2 u zwierzat rbz-
nigcych sie pod wzgledem typu uzytkowania i produkcji oraz
jakosci migsa, co potwierdza warto$¢ tych genéw, jako po-
tencjalnych markerow cech produkcyjnych bydta.

Polimorfizm i ekspresja genéw receptoréw estrogeno-
wych aif
Poniewaz pefna sekwencja genéw receptorow estrogeno-
wych bydta nie jest znana, w pierwszym etapie badan zsek-
wencjonowano 2853 pz rejonu 5’ genu receptora estrogeno-
wego o (ERa) bydta oraz innych przedstawicieli rodziny Bo-
vidae — kozy, owcy, muflona i zubra [19]. W genie ERu wy-
kryto cztery polimorfizmy typu SNP — dwa w rejonie 5', jeden
w intronie 6, jeden w eksonie 7. W genie ERP wykryto dwa
polimorfizmy; jeden w rejonie 5’ i jeden w eksonie 7. Stwier-
dzono, ze transwersja C/A w eksonie 7 genu ERa, zmienia-
jaca sekwencje aminokwasoéw w domenie LBD (ligand bin-
ding domain) receptora, wptywa na parametry wiazania z re-
ceptorem liganda, znakowanego tryte estradiolu [18, 20].
Zbadano poziom ekspresji gendow ERa i ERf} w roznych
tkankach i narzadach 12-miesiecznych buhajkéw rasy cb o-
raz w watrobie i macicy 6-miesigcznych jatowek tej samej ra-
sy, a takze ekspresje genow ERw i ERB w watrobie buhajkow
roznych ras i w roznym wieku, w trakcie intensywnego
wzrostu i ksztattowania sie umieénienia. Stwierdzono, ze po-
ziom ekspresji genu receptora estrogenowego o wykazuje
znaczne zmiany w trakcie zycia ptodowego i po urodzeniu;
ekspresja genu ERP zmienia si¢ w znacznie mniejszym stop-
niu. Ponadto wykazano zwigzane z typem produkcyjnoéci
roznice w poziomie ekspresji genow receptora estrogenowe-
go. Ekspresja ERa jest wyzsza w watrobie zwierzat o typie
uzytkowym mlecznym niz migsnym. Zaobserwowano, ze ek-
spresja genow receptora estrogenowego « i 3 jest tylko nie-
znacznie wyzsza w watrobie 6-miesiecznych jatowek niz
w watrobie 6-miesigcznych buhajkow, co wskazuje na wazna
funkcje estrogendw i ich receptoréw zaréwno u samic, jak
i u samcow.

Polimorfizm i ekspresja miogennych czynnikow trans-
krypcyjnych rodziny MyoD

Wykryto cztery polimorfizmy typu SNP, zlokalizowane w ek-
sonie 1 genu Myf5 bydia. Wszystkie cztery mutacje zawierajg
sie w regionie genu Myf5 kodujacym domene transaktywacyj-
ng N-konca. Analiza wystepowania poszczegdélnych genoty-
pow u roznych osobnikéw i réznych ras bydfa sugeruje, ze
trzy z wykrytych polimorfizméw sg ze sobg Scisle sprzezone
i tworzg prawdopodobnie haplotyp. Lokalizacja znalezionych
mutacji sugeruje, ze mogg one mie¢ wpltyw na zmiane aktyw-
noéci biologicznej czynnika Myf5.

Ekspresjg gendéw z rodziny MyoD badano w migéniach
bydta czterech ras, wyraznie zréznicowanych pod wzgledem
uzytkowosci mlecznej i migsnej. Stwierdzono istotne rdznice
miedzyrasowe w ekspresji genu Myf6 w mieéniu buhajkow
w wieku 6 i 12 miesigcy. Najwieksze roznice wystgpily pomie-
dzy rasami hereford (najwyzszy poziom ekspresji) i limousi-
ne (najnizsza ekspresja). Podobnie, ekspresja genu Myf5 by-
ta najwyzsza u bydta rasy hereford. W rozwoju osobniczym
wykazano tendencje spadkowa poziomu ekspresji genow
Myf5, Myf3, Myf4, przy zaobserwowanym stalym poziomie
ekspresji genu Myf6. Znalezione roznice, pomiedzy rasami
w poziomie ekspresji miogennych czynnikéow transkrypcyj-
nych, moga stanowi¢ odzwierciedlenie zréznicowania raso-
wego pod wzgledem produkcyjnosci migsnej i jakosci woto-
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winy (Robakowska-Hyzorek i Zwierzchowski, dane niepubli-
kowane).

Gen miostatyny

W badaniach poszukiwalismy polimorfizmu w rejonie promo-
torowym genu MSTN bydta. Nowg mutacje — tranzycje G/C —
zidentyfikowano jedynie w rejonie bardzo odlegtym od miej-
sca inicjacji transkrypcji, w pozycji —7665, w poblizu wcze-
$niej opisanej mutacji BTAFJ, gdzie przypuszczalnie znajduje
sie sekwencja spowalniajgca transkrypcje (silencer) [12]. Wyka-
zano zwiazek tej mutacji z zawartoscig aktywnej formy mioststy-
ny w migsniach, mierzonej metoda Western-blotting [10].

Gen leptyny

Podczas badan wykryto funkcjonalny polimorfizm — transwer-
sje C/G w pozycji —105 promotora genu leptyny bydta. Anali-
za komputerowa w programach TESS i TRANSFAC wykaza-
ta, ze ta mutacja znajduje sie w miejscu wigzania czynnika
transkrypcyjnego SP1. Metodg EMSA potwierdzilismy dos-
wiadczalnie, ze transwersja C/G zmienia powinowactwo pro-
motora genu LEP do czynnika SP1 i wplywa na ekspresje
genu leptyny, mierzong na poziomie mRNA metodg Real-ti-
me PCR [1, 2].

Podsumowanie i wnioski

W zaprezentowanych badaniach znaleZlismy kilkadziesigt
nowych polimorfizméw w bydlecych genach kazein, GH,
GHR, PRL, STAT5A, MSTN, LEP, ER« i ERf. Niektore z ba-
danych polimorfizmow mozna nazwac ,funkcjonalnymi”, gdyz:

—wplywajg na wlasciwosci biologiczne biatka, np. wigzanie
z DNA (STAT5A) lub wigzanie liganda (GHR, ERa);

— wykazuja zwigzek z sekrecjg hormonéw i ich poziomem
we krwi (GH, PRL, GHR);

- wykazujg zwigzek z ekspresjg genu (kazeiny, PRL,
STAT5A, MSTN, LEP, ERw);

— wykazujg zwigzek z cechami produkcyjnymi zwierzat.

W badaniach wykazano wplyw polimorfizmu wigkszoéci a-
nalizowanych gendéw na cechy produkeyjne bydta. Jednak za-
den ze znalezionych przez nas ,funkcjonalnych” polimorfi-
zmow nie byt dla badanych cech ani limitujacy, ani decydu-
jacy. Stwierdzone asocjacje byly raczej niewielkie. Nie udato
nam sig, jak dotychczas, wykry¢ mutaciji, ktéra bytaby wyraz-
nie przyczynowg dla waznych cech produkcyjnych bydta —
mlecznosci lub migsnosci. Wynika to, jak przypuszczam, z
,wielogenowosci” badanych cech, czyli z faktu, ze jak wszys-
tkie cechy ilosciowe, sg one determinowane przez wiele ge-
now. Licze jednak na to, ze niektére ze znalezionych poli-
morfizmdw, po przebadaniu na wiekszych populacjach zwie-
rzat, moga okazac sie wartoSciowymi markerami cech pro-
dukcji mlecznej i migsnej bydta.
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Uzyskiwanie zarodkow
bydlecych in vitro jako
model do badan
wdrozeniowych,
biotechnologicznych

| podstawowych

Anna M. Duszewska

IGiHZ PAN w Jastrzgbcu

W zespole prowadzonym przez Profesora Z. Reklewskiego,
w sktad ktérego wchodza: doc. dr hab. A.M. Duszewska, lek.
wet. J. Wojdan, lek. wet. W Gawron, mgr A. Rynkowska, mgr
inz. E. Muchalska-Wenta, mgr inz. B. Was i M. Cybulska pro-
wadzone sg badania nad uzyskaniem zarodkdw in vitro oraz
wykorzystaniem tej biotechniki w hodowli bydta, biotechnolo-
gii oraz w badaniach podstawowych.

Uzyskiwanie zarodkéw bydlecych in vitro jest podstawowg
biotechnikg, poniewaz umozliwia ona stosowanie pozosta-
tych, takich jak klonowanie, tworzenie transgenicznych osob-
nikow i ich klonowanie, a takze tworzenie chimer. Uzyskiwa-
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nie zarodkow in vitro jest procedurg wieloetapowa (rys.).
W pierwszym etapie, zwanym dojrzewaniem oocytow, od
dawczyn pobierane sg niedojrzate oocyty. Mogg one by¢ po-
bierane przyzyciowo lub poubojowo. Proces dojrzewania oo-
cyty przechodzg w warunkach in vitro. W kolejnym etapie,
zwanym zaptodnieniem in vitro, dojrzate oocyty inkubowane
sq z plemnikami. Trzecim etapem jest hodowla zarodkéw in
vitro. Powslate w wyniku zaptodnienia zygoty najczesciej ho-
dowane sg do stadium blastocysty. W tym stadium zarodki
moga by¢ przeniesione do biorczyn lub tez moga byé zamro-
zone albo witryfikowane i wykorzystane w pozniejszym okre-
sie [7]. Po przeniesieniu do biorczyn zarodkéw otrzymanych
in vitro otrzymano potomstwo u wszystkich gatunkéow zwie-
rzat gospodarskich: od owiec w 1987 roku [10], bydta w 1988
[18], éwin w 1989 [19], kdz w 1993 [6], koni w 2002 [23].
Réwniez i nasz Zespot uzyskat cieleta po przeniesieniu do
biorczyn zarodkow uzyskanych in vitro [7].

Istnieje wiele mozliwosci wykorzystania procedury uzyski-
wania zarodkow in vitro. Z pewnosciag procedura ta moze byé
stosowana komercyjnie, w celu zwiekszenia liczby potomst-
wa. W takich przypadkach méwimy o produkcji zarodkéw in
vitro [30]. Jednak, biorgc pod uwage skutecznos¢ inseminaciji
oraz programu MOET, stosowanie tej biotechniki nie jest u-
zasadnione. Natomiast wiele nadziei wiaze sie z jej wyko-
rzystaniem w biotechnologii i badaniach podstawowych.

W biotechnologii, to przede wszystkim tworzenie transge-
nicznego bydfa. Przyktadem moze by¢ uzyskanie transge-
nicznych kroéw, charakteryzujacych sie zwiekszonym pozio-
mem f-kazeiny oraz k-kazeiny w mleku [2] oraz krow odpor-
nych na mastistis, ktérych komérki nabtonkowe gruczotu mle-
kowego uwalniajg lizostafyne dzialajacg bakteriobdjczo na
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