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Genetic aspects of scrapie in sheep

Summary

Scrapie is a fatal, neurodegenerative disease occurring in sheep, goats and mufflons. It is commonly
believed that its infectious agent is a protease-resistant form of host-encoded prion protein (PrP). Poly-
morphism of the coding region of PrP genes has been analyzed in many countries. Polymorphism of codons
136, 154 and 171 has been associated with outbreaks of scrapie. Valine (V) in codon 136, arginine (R) in codon
154, glutamine (Q) and histidine (H) in codon 171 are associated with susceptibility to scrapie while histidine
(H) in codon 154 and arginine (R) in codon 171 are associated with resistance to the illness. Alanine (A) in
codon 136 is associated with low susceptibility to scrapie.
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Scrapie (trzgsawka owiec) to neurodegeneracyjna,
Smiertelna choroba owiec, koz 1 muflonéw. Razem
z BSE u krow, choroba Creutzfelda-Jacoba (vCID)
u ludzi i1 przewlekta choroba wyniszczajaca (CWD)
u jeleniowatych nalezy do grupy zwanej zakaznymi
encefalopatiami gabczastymi (TSE — Transmissible
Spongiform Encephalopathies). Powszechnie uwaza
sig, e czynnikiem wywotujacym te choroby sa pato-
genne biatka prionowe PrP%¢, ktore powstaja z produ-
kowanego przez organizm gospodarza biatka PrP¢.
Charakter patogenu jest wciaz dyskutowany — mimo
nagrody Nobla dla S. B. Prusinera, tworcy teorii prio-
nowej. Powiazano juz jednak rozwdj TSE z ekspresja
biatka PrP, a u ludzi, myszy i owiec wykryto zwiazek
polimorfizmu kodujacego go genu z podatnoscia na te
choroby (4). W artykule przedstawiono biezaca wie-
dzg na temat genetycznych aspektow choroby scrapie
u owiec.

Scrapie atakuje centralny uktad nerwowy zwierzg-
cia. Objawia si¢ nerwowym zachowaniem, ataksja
i skroceniem czasu przezuwania, problemami z mlecz-
noscia. W moézgu chorych osobnikdéw obserwuje si¢
nadmierna wakuolizacj¢ i obumieranie neurondw,
a ekstrakty mozgowe tych zwierzat zawieraja czescio-
wo proteazoodporne biatko PrP (PrP5¢, PrP™) (10, 23).
Mechanizm zakazenia choroba nie jest doktadnie po-
znany. W warunkach naturalnych zakazenie nastgpuje
przez przewod pokarmowy, co udowodniono ekspe-
rymentalnie (13, 29). Uwaza sig, Ze jagnigta moga si¢
zarazi¢ podczas porodu 1 w okresie laktacji od matek
(27). Zwierzgta mozna tez zakazi¢ scrapie poprzez
wszczepienie (15, 26). Czas inkubacji wynosi od jed-
nego roku do trzech lat. Choroba zawsze konczy si¢
$miercia zwierzgcia. Zakazone osobniki nie wykazu-

jace w1d0cznych objawow sa trudne do zdiagnozowa-
nia, pomimo ciaglego opracowywanla nowych testow
diagnostycznych (8). Istnieja rdzne szczepy prionow.
Objawy kliniczne i przedkliniczne choroby, jak row-
niez zmiany histologiczne w mézgu moga by¢ rdzne
w zaleznos$ci od tego, jakim szczepem zarazito sig
zwierzg. Znaczny wplyw na przebieg choroby moze
mie¢ tez aktualny stan zdrowia zwierzgcia.

Gen PrP jest konserwatywny u ssakow. U owiec
zostal zmapowany na chromosomie 13 (13q15) (21).
Sktada si¢ z 31 412 par zasad, w tym z trzech egzondéw
(52, 9814028 nukleotydéw) i dwoch przedzielajacych
je intronow (2421 1 14 031 nukleotydow). Niekoduja-
cy region 3’UTR liczy 3246 pz. Elementy powtdrzone
stanowia 57,1% sekwencji genu (24). Tylko egzon trze-
ci ulega translacji, a otwarta ramka odczytu liczy 256
kodonoéw (766 pz) dtugosci. W wyniku potranslacyj-
nej obrobki powstaje biatko prionowe — PrP (PrP¢)
ztozone z 210 aminokwaséw (33-35 kDa), posiadaja-
ce dwa miejsca glikozylacji. Moze ono wystgpowac
w formie z jednym, dwoma lub nie zawiera¢ czaste-
czek cukru. Stosunek ilosciowy tych form zalezy od
tkanki, w ktorej wystepuja i rodzaju TSE (4). Struktu-
ra bla%ka prionowego jest konserwatywna u ssakéw —
zawiera ono elastyczna domeng N-terminalna i struk-
turalna domen¢ C-terminalng sktadajaca si¢ z trzech
a-helis i dwoch krotkich -harmonijek (12). Opisany
polimorfizm genu PrP dotyczy przewaznie wlasnie
domeny C-terminalnej. Wigkszos¢ biatek PrP jest za-
kotwiczona poprzez glikofosfatydyloinozytol do bto-
ny komoérkowej, ale niektdre czasteczki moga przeni-
ka¢ przez blong lub by¢ aktywnie przez komorke wy-
dzielane (4). Ich funkcja nie zostata jeszcze do konca
wyjasniona, chociaz prawdopodobnie biora udziat



Medycyna Wet. 2006, 62 (12)

w transporcie i homeostazie jonéw miedzi (Cu?*), ktore
poprzez histydyng moga si¢ wiaza¢ z domena N-ter-
minalna (4, 30, 35).

Biatko PrP¢ moze przeksztalci¢ si¢ w czesciowo
proteazoodpomq formq Prpse (lub Pr res) a wtedy sta-
je si¢ patogenne i akumuluje si¢ w mozgu i innych
organach. Mechanizm tej przemiany nie jest doktad-
nie znany. Wiadomo, Zze zmiana zachodzi w drugo-
1 czwartorzedowej strukturze biatka, prawdopodobnie
na skutek kontaktu PrP¢ z egzogennym PrP5¢ (31, 36).
Badania kilku wariantow owczych biatek PrP dowiod-
ly, ze odmienna sekwencja aminokwasow (konsekwen-
cja polimorfizmu genu) pociaga za soba rdéznice w sta-
bilnos$ci struktury tych biatek (12). Wykonano tez
badania in vitro nad konwersja biatka PrP¢ w PrPs
(pod wpltywem tego ostatniego), uzywajac do tego celu
specjalnych linii komérkowych z r6znymi polimorficz-
nymi wariantami genu PrP. Okazato sig, Ze proces
przemiany PrP—=PrP5¢ zachodzit z najwigksza wydaj-
noscia dla genu PrP z polimorfizmem A136V i1 L141F
oraz dla genu typu dzikiego (A136 1 Q171). Z niska
wydajno$cia zachodzita przemiana w czg¢$ciowo pro-
teazoodporna forme dla wariantéw z polimorfizmem
R154H, Q171R 1 M112T (7). Z tego powodu uwaza
sig, ze pohmorﬁzm kodujacej czgsci genu PrP moze
by¢ powiazany z wystgpowaniem scrapie.

Polimorfizm genu PrP u owiec obserwowano po-
czatkowo w calej jego sekwencji (18, 19, 22, 26). Naj-
wigcej badan dotyczy jednak wystgpowania polimor-
fizmu w obregbie kodujacego fragmentu PrP i jego
powiazan z podatnos$cia, odpornos$cia i czasem inku-
bacji choroby (1-7, 11, 13, 14, 16-20, 22, 25, 26, 28,
29, 31-34, 37). Dotychczas znaleziono polimorfizm
aminokwasow w 23 kodonach: Q101R, M112T/I,
GI127V/A/S, A136V/T, M137T, S138N/R, L141F,
H143R, R151C/G/H, Y152F, R154H, R167S, P168L,
Q171R/H/K, Y172D, Q175E, N176D/K, H180Y,
QI189L/R, T195S, T196S, R211Q, P241S (4, 11, 14).
Wykryto tez kilka cichych mutacji w kodonach 83, 138,
2311237 (14, 37). Polimorfizm kodujacej czgsci genu
PrP szczegdtowo przedstawiono w tab. 1. Czgsto$¢ wy-
stgpowania wszystkich polimorfizméw w genie PrP
r6zni si¢ w zalezno$ci od kraju i rasy owiec. Dla trzech
kodonow: 136, 154 1 171 udowodniono, w wielu ba-
daniach, zwiazek polimorfizmu z wrazliwos$cia na scra-
pie. Nie uwaza si¢ jednak, ze zmiana aminokwasu
w tych kodonach jest przyczyna choroby. Wystepowa-
nie waliny (V) w kodonie 136, w odroznieniu od ala-
niny (A), wiaze sig z wysokq podatnoscia (4, 6, 34)
i skréceniem czasu inkubacji scrapie (4, 26), choc1az
moze to by¢ takze zalezne od szczepu czynnika cho-
robotwoérczego (15). W kodonie 136, u 13 owiec,
Billinis 1 wsp. (6) odkryli takze treoning (T), ktora, jak
si¢ wydaje, zwigksza podatno$¢ na scrapie, jednak nie
tak bardzo jak walina (V). W kodonie 154 arginina
(R) zwiazana jest z podatnoscia, a histydyna (H) z czgs-
ciowg odpornos$cia na scrapie (4). Glutamina (Q) 1 his-
tydyna (H) w kodonie 171 zwigkszaja podatno$¢, a ar-
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ginina (R) odpornos¢ (4, 14, 32). Lizyna (K) jest w tym
kodonie rzadka — odkryto ja w pojedynczych przypad-
kach w USA (11), Mongolii (16), Hiszpanii (1) i u
siedmiu owiec w Grecji (6). W Stanach Zjednoczo-
nych probowano zakazi¢ doustnie owce choroba scra-
pie. Objawy rozwingly si¢ tylko u owiec homozygo-
tycznych pod wzglgdem glutaminy w kodonie 171
(cho¢ nie wszystkie owce Q/Q zachorowaty) (29).
W Islandii czg$ciowa odpornosé powiqzano Z cyste-
ing (C) w kodonie 151 (32), a w Japonii z treoning (T)
w kodonie 112 (22). Probg powiazania polimorfizmu
innego niz w kodonach 136, 154 1 171 z trzgsawka
owiec podj¢li tez Goldmann i wsp. (14), ale nie znale-
ziono statystycznie istotnego zwiazku. Ze wzgledu na
stwierdzony zwiazek polimorfizmu genu PrP ze scra-
pie, niezbgdne wydaja si¢ dalsze badania populacyj-
ne, stuzace jego wykryciu i powigzaniu z choroba.
Biorac pod uwagg polimorfizm kodonow 136 (A lub
V), 154 (R1lubH) 1171 (R, Q lub H) mozna wyodreb-
ni¢ dwanascie alleli genu PrP, z czego dotychczas sie-
dem opisano u owiec w Europie: ARR (A, R R ),
ARH, ARQ, AHQ, VRQ, VRR i AHR (dwa ostatnie
wystepuja z niewielka czgsto$cia w Niemczech i na
Stowacji 1 nie sa brane pod uwagg). Poniewaz kazde
zwierze ma po dwa allele danego genu, kombinacja
pieciu réznych alleli daje pigtnascie mozliwych geno-
typow. W Europie, na podstawie wielu badan, scha-
rakteryzowano je pod katem podatnosci/odpornosci na
scrapie (4). W roznych krajach, wsrod roznych ras
owiec frekwencja poszczegdlnych genotypow sig
zmienia. Do grupy najwigkszego ryzyka zaliczono
owce o genotypach: VRQ/VRQ, ARH/VRQ, ARQ/
VRQ (2-5). Ersdal 1 wsp. (13) wykazali, ze zakazone
zwierzgta, homozygotyczne pod wzgledem VRQ, cha-
rakteryzowaly si¢ wigksza akumulacja biatka PrPs°
w tkankach niz heterozygoty VRQ/ARQ. Walina (V)
w kodonie 136 jest jednak stosunkowo rzadka. Wyja-
tek stanowi norweska rasa owiec rygja, w ktorej czg-
sto$¢ waliny jest nieco wyzsza w stosunku do innych
ras europejskich (34). W populacjach, w ktorych j Jej
nie znaleziono lub wystgpowata sporadyczme zanaj-
bardziej podatne na scrapie uwaza si¢ homozygoty
ARQ/ARQ co potwierdzaja rdzne badania (1, 4, 15,
32). Najbardziej odporne sa homozygotyczne owce
o genotypie ARR/ARR, ale nie odkryto ich np. w Is-
landii (32). Do tej pory odnotowano tylko jeden przy-
padek scrapie u owcy z takim genotypem (22). Osobni-
ki o pozostatych wariantach (ARR/AHQ, ARR/ARQ,
ARR/ARH, AHQ/AHQ, ARQ/AHQ, AHQ/ARH,
ARQ/ARH, ARR/VRQ, AHQ/VRQ) wykazuja po-
srednia podatnos¢ na trzgsawke. Zwykle obecnosc
w genotypie przynajmniej jednego allelu ARR zwigk-
sza odpornos¢ zwierzegcia, o czym moze swiadczy¢ np.
niska czgstos¢ zachorowan u owiec ARR/VRQ (4).
Genotyp ARR/ARQ w Wielkiej Brytanii jest najczgst-
szy 1 mato odnotowano przypadkow scrapie wsrdd cha-
rakteryzujacych si¢ nim owiec. Wedtug tych samych ba-
daczy, owce AHQ/AHQ sa bardziej narazone na scra-
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Tab. 1. Polimorfizm genu PrP u owiec

ek s[?m. Aminokwas* Pul:)n:l.l\iikw. aminr:)(I)(I\:;:;ﬂw* autop:lzl;l":)apciiseailiwptl)(:?n%crlllizm
83 gge 099 G 1
101 cag cgg R 1
. atg - acg T 1, 14, 16, 22
atc | 37
116 gca A cca P wg*: 14
gic ') 16
127 gge G gce A wg*: 4, 14
age S 16, 37
1-6, 9, 11, 15-17, 19, 20,
136 | gec A gte v 22, 25, 26, 28, 29, 32-34
acc T 6
137 atg ] acg T 11, 14, 32
aac N 32, 34
138 age S cgc R 11
agt S 37
141 ctt L it F 1,11, 14, 34
143 cat H cgt R 1,11, 14, 37
tot c 14, 32, 34
151 cgt R ggt G 1
cat H 1
152 tac Y ttc F 37
5 | w | R cl W s e v T
167 aga R ag? S 1
168 cca P cia L 14
cat fooe 1°, 2-4, 5°, 6, 9°, 11, 16,
- 17, 20, 22, 25, 28°, 33, 34
17 | cag a g 5 1-6, 9, 11, 15-17, 20, 22,
25, 28, 29, 33, 34, 37
aag K 1, 6, 11, 16, 37
172 tat gat D 1
175 cag gag E 1,14
176 aac N gac D wg™ 4
aaa K 1
180 cat H tat Y 1
169 caa Q cta L 16, 37
cga R 16
195 acc T ? S 11
196 acc T ? S 1
211 cga R caa Q wg*™: 4, 14
231 agg R cgg R 1,5, 16, 22, 37
237 ctg L cic L 5, 16, 37
241 cct P tet S 14, 37

Objasnienia: * —

badaniach;

99, ee

,cat”;

nie podaja polimorficznej sekwencji

migdzynarodowe symbole aminokwasow; ** — litery w kolorze
czerwonym — polimorficzne zasady azotowe; ***
sekw. DNA dla H; autorzy nie podaja, z ktorym wariantem spotkali si¢ w swoich
* —oznaczono publikacje dotyczace aminokwasu H, wariantu sekwencji
— publikacje, w ktorych tylko wymieniano dany polimorfizm; ? — autorzy

— w tym kodonie sa 2 warianty
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pie niz owce AHQ/VRQ i AHQ/ARH,
aryzyko zachorowalno$ci jest mniejsze
dla genotypu ARQ/ARH niz ARQ/
ARQ (4). Tongue i wsp. (33) zapropo-
nowali podziat genotypoéw na pie¢ grup
wg podobnego ryzyka zachorowania na
trzgsawke. Do grupy 11 najbardziej od-
pornej zaliczyli owce ARR/ARR; do
grupy II: ARR/AHQ, ARR/ARH
1 ARR/ARQ); do grupy I1I: AHQ/AHQ,
AHQ/ARQ, AHQ/ARH, ARH/ARH,
ARQ/ARH, ARQ/ARQ); do grupy IV:
ARR/VRQ; do grupy V najbardziej po-
datne zwierzeta: AHQ/VRQ, ARQ/
VRQ, ARH/VRQ i1 VRQ/VRQ. W Gre-
cji, gdzie najczgstszymi genotypami
byty ARQ/ARQ i ARQ/AHQ, na naj-
W1kaze ryzyko zachorowania na scra-
pie narazone byty owce VRQ/VRQ), na-
tomiast ryzyko dla zwierzat ARQ/ARQ
bylo trzykrotnie nizsze (6).

Badano takze powiazania genotypu
z wiekiem padlych zwierzat i czasem in-
kubacji trzesawki (2, 3, 4, 15, 18, 26).
Wykazano, ze u owiec VRQ/VRQ
1 ARH/VRQ dochodzi do zej$¢ $mier-
telnych w najmtodszym wieku w po-
réwnaniu do innych chorych na scrapie
zwierzat. Jako nieco tylko starsze pa-
daja osobniki ARQ/ARQ i ARQ/VRQ.
Ponadto walina w kodonie 136 skraca
czas inkubacji choroby od momentu
kontaktu z czynnikiem chorobotwor-
czym. Analizowano rowniez roznice,
z jakimi odmienne szczepy scrapie ata-
kuja osobniki o réznych genotypach
(15). Badacze dowiedli, ze owce ARQ/
ARQ byly odporne na szczep SSBP/1,
a podatne na CH1641.

Unia Europejska decyzja z dnia
18.X11.2002 1. (notyfikowana jako Do-
kument C(2002)5102) zaleca krajom
czlonkowskim badania genotypoéw
w populaCJ ach owiec pod katem podat-
nosci na scrapie 1 zwigkszenie czgs-
tosci warunkujacego odpornos¢ allelu
ARR w stadach o duzym znaczeniu gos-
podarczym. Najbardziej wiarygodna
metoda stuzaca badaniu polimorfizmu
jest sekwencjonowanie DNA (1, 3, 5,
6,11, 13-16, 20,22, 25,32, 34). Umoz-
liwia ono wykrycie polimorfizmu w ca-
tym badanym fragmencie genu. Pozo-
state metody dotycza tylko konkretnych
kodonow. Czgsto wykorzystuje sig ana-
lizg restrykcyjna (RFLP): w przypadku
kodonow 1361 154 z enzymem BspHI
(1, 6, 15, 19-22, 28, 32), a 1361 171
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enzymow Bsll 1 Accl (1, 25). Stosunkowo prosta wy-
daje si¢ metoda z zastosowaniem techniki ARMS (am-
plification refractory mutation system) do kodo-
néw 136, 1541 171, zaproponowana przez Buitkamp
1 Semmer w 2004 1. (9). Z kolei Belt i wsp. (5) z po-
wodzeniem uzywali do analizy polimorfizmu genu PrP
metody ASA (allele specific amplifiction) i DGGE
(denaturating gradient gel electrophoresis). DGGE sto-
sowali takze inni badacze (6, 32). Kilku badaczy wy-
korzystato tez hybydyzacj¢ z sondami oligonukleoty-
dowymi specyficznymi dla konkretnych alleli (22, 29).

W Polsce do tej pory nie odnotowano przypadku
scrapie u owiec. Nie oznacza to, ze w krajowej popu-
lacji owiec scrapie nie wystgpuje. Hoinville i wsp.
(cyt. 33) oszacowali, ze tylko 13% z podejrzen o trze-
sawke jest zgtaszanych odpowiednim stuzbom. W Pol-
sce brak jest takich danych. Juz sam ten fakt wskazu-
je, ze badaniami genotypow i programami zwigksza-
nia w populacji alleli odporno$ci na scrapie powinny
by¢ objete wszystkie stada o duzym znaczeniu gospo-
darczym, a przynajmniej tryki stadne. W Irlandii efek-
tem realizacji takiego programu bylo zwigkszenie si¢
czestosci dajacej odpornos¢ argininy (R) w kodonie
171 u stadnych trykow (28). Niestety, duze koszty ana-
liz DNA uniemozliwiaja takie badania w skali calego
kraju.
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