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Streszczenie

Norka amerykanska (Neogale vison, wczesniej znana jako Neovison vison) to gatunek
drapieznego ssaka z rodziny tasicowatych Mustelidae. W Europie spotykany jest w formie
dzikiej, jak i fermowej. Ze wzgledu na walory estetyczne okrywy wlosowej norki sg hodowane
jako zwierzeta futerkowe. Rosnace koszty oraz pojawiajace si¢ choroby stanowig kluczowe
wyzwania zootechniczne w hodowli norek w ostatnich latach.

Choroby wirusowe obnizaja zyski z hodowli, jak rowniez dobrostan zwierzat. Cz¢sta
chorobg norek amerykanskich jest przewlekta i nieuleczalna choroba aleucka AD (Aleutian
Disease) wywolywana przez wirusa choroby aleuckiej norek AMDYV (Aleutian Mink Disease
Virus). Jest ona grozng chorobg zakazng mig¢dzy innymi z uwagi na silng supresj¢ uktadu
immunologicznego w organizmach norek, ostry przebieg oraz wysoka $miertelnos¢ wsrod
oseskow. Latwos¢ rozprzestrzeniania si¢ wirusa oraz jego wysoka trwalos¢ w srodowisku w
znaczacym stopniu utrudnia dziatania dazace do eliminacji patogenu z ferm, co zmusza do
poszukiwania metod swoistej profilaktyki.

Dotychczasowe proby opracowania skutecznej szczepionki przeciwko AMDV
zakonczyty si¢ niepowodzeniem (Markarian i Abrahamyan, 2021). Brak profilaktyki swoistej
stwarza potrzebg wdrozenia strategii minimalizujacych straty hodowlane z powodu choroby
aleuckiej. W tej sytuacji jedna z mozliwych strategii uwalniania ferm norek od choroby
aleuckiej jest selekcja genetyczna norek w kierunku zwickszonej odporno$ci na zakazenie.

Znalezienie sygnatur selekcji w odpowiedzi na zakazenie wirusem choroby norek
aleuckiej byto celem badan Karimi 1 wsp. (2021a), ktérzy zidentyfikowali geny mogace petnié
role prognostycznych wskaznikow odpowiedzi immunologicznej norek na obecno$¢ wirusa
AMD, sugerujac, ze geny te s3 silnymi kandydatami do selekcji norek tolerujacych chorobe
aleucka (AD). Autorzy Ci stwierdzili, ze geny SRSF5, RNF165, SKOR?2 znajdujg si¢ na dwoch
odcinkach genomu ztozonych z contigdw uzyskanych z sekwencjonowania calogenomowego:
scaffold 1: 23,046,774-23,187,210 pz oraz scaffold 2: 23,424,424-23,969,935 pz.

Na podstawie studium piSmiennictwa wybrano z pracy Karimi i wsp. (2021a) geny
SRSF5, RNF165 1 SKOR2. Gen SRSF5 (Serine and Arginine Rich Splicing Factor 35)
uczestniczy w procesach splicingu RNA, ktore moga mie¢ kluczowe znaczenie w regulacji
ekspresji genéw zaangazowanych w odpowiedz przeciwwirusowa. Gen RNF165 (RING Finger
Protein 165), poprzez swoja aktywno$¢ jako ligaza ubikwitynowa, moze wplywaé na
degradacje¢ biatek wirusowych, natomiast SKOR?2 (SKI Family Transcriptional Corepressor 2)

peli funkcje korepresora transkrypcyjnego, regulujac $ciezki sygnalizacji odpornosciowe;.



Zsekwencjonowanie ich pozwolito na wskazanie polimorfizméw typu SNP we wszystkich
badanych genach. W ramach przeprowadzonych badan stwierdzono w obrebie genu SRSFS
transwersje 173A>C, insercj¢ 758ins.T 1 mutacj¢ o niesynonimicznym charakterze 916G>T
(p.S2291) u norek hodowlanych. Gen RNF165 charakteryzowal si¢ dwoma polimorfizmami,
pierwszy w pozycji 141 A>G miat charakter synonimiczny, drugi w pozycji 596A>G (p.R199K)
byt mutacja typu missens. W genie SKOR?2 stwierdzono dwie mutacje niesynonimiczne w
pozycji 3000A>T (p.K1000N) oraz 3017A>G (p.H1006R).

Stwierdzono zrdéznicowanie wynikow uzyskanych na podstawie sekwencjonowania
wysokoprzepustowego (NGS) z bazy Ensembl a wynikami badan wilasnych uzyskanych
metoda sekwencjonowania Sangera w zakresie analizowanych genow.

Wystepujace polimorfizmy genetyczne wplywajac na efekt funkcjonalny kodowanych
bialek, prowadza do potencjalnych zmian w ich strukturze lub funkcji. Stwierdzono
umiarkowany efekt funkcjonalny polimorfizmu w genie SRSF5 916G>T(p.S2291) oraz w genie
RNF165 596A>G (p.R199K) na uzyskane biatko. Gen SKOR2 cechowat si¢ uzyskaniem
negatywnego efektu funkcjonalnego polimorfizmu 3000A>T(p.K1000N) oraz neutralnego w
odniesieniu do polimorfizmu 3017A>G(p.H1006R).

Stowa kluczowe: norka amerykanska, choroba aleucka, genetyczne markery odpornosci,

SRSF5, RNF165, SKOR?2



Summary

The American mink (Neogale vison, previously known as Neovison vison) is a
carnivorous mammal species from the Mustelidae family. In Europe, it occurs in both wild and
farmed forms. Due to the aesthetic qualities of its fur, minks are bred as fur animals. Increasing
costs and emerging diseases have been the main zootechnical challenges in mink farming in
recent years.

Viral diseases reduce farming profitability and compromise animal welfare. A common
disease of American mink is Aleutian Disease (AD), a chronic and incurable condition caused
by the Aleutian Mink Disease Virus (AMDYV). AD poses a significant threat as it leads to severe
immunosuppression, acute progression, and high mortality among mink kits. The ease of viral
transmission and its environmental persistence considerably hinder efforts to eliminate the
pathogen from farms, necessitating the search for specific prophylactic measures. However, all
attempts to develop an effective AMDYV vaccine have failed (Markarian & Abrahamyan, 2021).
The lack of specific prophylaxis highlights the need for strategies to mitigate breeding losses
due to AD. One possible strategy is genetic selection for increased resistance to infection.

Karimi et al. (2021a) investigated signatures of selection in response to AMDYV infection
and identified genes that could serve as prognostic markers of minks’ immune response to
AMDV. These genes are strong candidates for selective breeding of minks tolerant to AD. The
identified genes, SRSF5, RNF165, and SKOR?2, are located in two genomic regions comprising
contigs from whole-genome sequencing: scaffold 1: 23,046,774-23,187,210 bp and scaffold 2:
23,424,424-23,969,935 bp.

Based on the literature, SRSF5, RNF165, and SKOR?2 were selected from Karimi et al.’s
(2021a) study for further analysis. The SRSF5 (Serine and Arginine Rich Splicing Factor 5)
gene is involved in RNA splicing processes, which are potentially critical in regulating the
expression of genes involved in antiviral responses. The RNF165 (RING Finger Protein 165)
gene, acting as a ubiquitin ligase, may influence the degradation of viral proteins, while SKOR?2
(SKI Family Transcriptional Corepressor 2) functions as a transcriptional corepressor
regulating immune signaling pathways. Sequencing these genes revealed single-nucleotide
polymorphisms (SNPs) in all the studied genes.

In the conducted study, several polymorphisms were identified. In the SRSF'5 gene, these
included a 173 A>C transversion, a 758ins.T insertion, and a nonsynonymous 916G>T mutation
(p.S229]) in farmed minks. The RNF165 gene exhibited two polymorphisms: one synonymous
at position 141A>G and one missense mutation at 596A>G (p.R199K). The SKOR?2 gene



contained two nonsynonymous mutations at positions 3000A>T (p.K1000N) and 3017A>G
(p.-H1006R).

A divergence was observed between the high-throughput sequencing (NGS) results
from the Ensembl database and those obtained using the Sanger sequencing method in the
analyzed genes. Genetic polymorphisms were found to impact the functional effects of the
encoded proteins, leading to potential changes in their structure or function. Moderate
functional effects were observed for the SRSF5 916G>T (p.S2291) and RNF165 596A>G
(p.R199K) polymorphisms. For the SKOR?2 gene, a negative functional effect was associated
with the 3000A>T (p.K1000N) polymorphism, while a neutral effect was linked to the
3017A>G (p.H1006R) polymorphism.

Keywords: American mink, Aleutian Disease, genetic markers of immunity, SRSF5, RNF'165,
SKOR?2



1. Wstep

Norka amerykanska (Neogale vison, wcze$niej znana jako Neovison vison) to gatunek
drapieznego ssaka z rodziny tasicowatych Mustelidae (Abramov, 2000; Karimi i wsp., 2022).
W Europie spotykany jest w formie dzikiej, jak i fermowej (Pidrkowska i Kowalska, 2014).
Nie ma zbyt wielu informacji na temat historii udomowienia norek amerykanskich. Pierwsze
proby hodowli norek zostaly zapoczatkowane w 1866 roku w celu uzyskania od nich futra
(Karimi, 2021b). Ze wzgledu na walory estetyczne okrywy wlosowej norki sg hodowane jako
zwierzeta futerkowe.

Wiekszos$¢ ferm skupia si¢ na uzyskaniu norek o okreslonym umaszczeniu. Jednak
podstawowym kryterium w odniesieniu do odmian kolorystycznych hodowanych na fermie jest
zapotrzebowanie rynkowe (moda). Wielkos¢ skory, jakos¢ futra, wydajnos$¢ reprodukcyjna i
odpornos¢ na choroby to gléwne cechy interesujace hodowcdéw norek (Hu 1 wsp., 2020; Do 1
Miar, 2019; Karimi 1 wsp., 2018). Wdrozenie wysoce wydajnych strategii hodowlanych ma
kluczowe znaczenie dla przyjecia przez hodowcoéw norek zréwnowazonych praktyk
produkcyjnych, np. zwigkszenia odporno$ci na pojawiajace si¢ choroby, rozwigzania
problemow etycznych zwigzanych z produkcja futer i obnizenia kosztow produkcji (Karimi i
wsp., 2018). Pomimo udanego wykorzystania podej$¢ selekcji genomowej w celu poprawy
warto$ci genetycznych u innych gatunkow zwierzat gospodarskich, np. bydla mlecznego
(Wiggans i wsp., 2017) i $win (Knol i wsp., 2016), ta strategia hodowlana nie zostata
zastosowana w hodowli norek. Dane dotyczace sekwencji catego genomu dostarczaja
informacji na temat polimorfizmu SNP (Single Nucleotide Polymorphism), ktore moga by¢
wykorzystane do nowoczesnej selekcji genomowej (Davey 1 wsp., 2011; Karimi 1 wsp., 2019;

Karimi 1 wsp., 2021b).

Rosnace koszty 1 pojawiajace si¢ choroby s3a najwazniejszymi wyzwaniami
zootechnicznymi w hodowli norek w ostatnich latach (Karimi i wsp., 2022). Choroby wirusowe
obnizajg zyski z hodowli, jak rowniez dobrostan zwierzat. Czgsta chorobg norek amerykanskich
jest przewlekta 1 nieuleczalna choroba aleucka AD (Aleutian Disease) wywotywana przez
wirusa choroby aleuckiej norek AMDV (Aleutian Mink Disease Virus). Jest ona grozng chorobg
zakazng migdzy innymi z uwagi na silng supresje¢ uktadu immunologicznego w organizmach
norek, ostry przebieg oraz wysoka $miertelno$¢ wsrod oseskow (Reichert i Kostro, 2014b).
Latwo$¢ rozprzestrzeniania si¢ wirusa oraz jego wysoka trwato$¢ w srodowisku w znaczacym
stopniu utrudnia dziatania dgzace do eliminacji patogenu z ferm (Christensen i wsp., 2011), co

zmusza do poszukiwania metod swoistej profilaktyki. Dotychczasowe proby opracowania
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skutecznej szczepionki przeciwko AMDV zakonczyly si¢ niepowodzeniem (Markarian i
Abrahamyan, 2021). Brak profilaktyki swoistej stwarza potrzeb¢ wdrozenia strategii
minimalizujacych straty hodowlane z powodu choroby aleuckiej. W tej sytuacji jedng z
mozliwych strategii uwalniania ferm norek od choroby aleuckiej jest selekcja genetyczna norek

w kierunku zwigkszonej odpornos$ci na zakazenie.
1.1. Taksonomia

Pod wzgledem taksonomicznym norka amerykanska (Neogale vison, wcze$niej znana
jako Neovison vison) zaliczana jest do rzedu ssakow drapieznych Carnivora oraz obok tasic,
kun, tchérzy, wydr i borsukéw do rodziny tasicowatych Mustelidae. Norka amerykanska
zostala opisana przez niemieckiego zoologa Johanna von Schrebera w 1777 roku. Wraz z
rozwojem nowych technik molekularnych stosowanych do badan filogenetycznych poddano
rewizji taksonomiczne przyporzadkowanie oraz ocen¢ stopnia pokrewienstwa norki z innymi
gatunkami. Poczatkowo norka amerykanska byta zaliczana do rodzaju Mustela wraz z takimi
gatunkami jak: norka europejska Mustela lutreola, tchorz Mustela putorius czy tasica Mustela
nivalis. Jednak z uwagi na rdznice genetyczne, wydzielono norke amerykanska z rodzaju
Mustela, tworzac oddzielny takson - rodzaj Neovison (Zalewski 1 Brzezinski, 2014). Niektorzy
naukowcy wskazujac na blizsze podobienstwo norki amerykanskiej do tasicy dlugoogoniaste;j
Mustela frenata (niz do norki europejskiej czy tchorza), tacza te dwa gatunki w jeden klad —
rodzaj Neovison. Inna teza zaklada, ze amerykanski klad (M. vison, M. frenata, M. felipei, M.

africana) zostal przeniesiony do rodzaju Neogale (Patterson 1 wsp., 2021).
1.2. Morfologia gatunku

Norka amerykanska jest ssakiem o typowej dla wigkszosci tasicowatych wysmuktej
sylwetce 1 krotkich pieciopalczastych konczynach, zakonczonych dlugimi, lekko
zakrzywionymi pazurami. Palce u nasady spina fatd skérny. Ogon jest krétszy niz potowa
dlugosci ciata. Na diugiej szyi jest osadzona wzglednie nieduza glowa z krotkim pyskiem,
wokot ktorego wyrastaja wlosy czuciowe, a wiec wibrysy. Oczy norek maja ciemnobrazowe
teczowki. Uszy sg krotkie, zaokraglone 1 szeroko rozstawione na glowie (Zalewski 1 Brzezinski,
2014; Kowalska 1 Gugotek, 2017).

Norki amerykanskie sg ubarwione jednolicie, aczkolwiek sier§¢ poszczegdlnych
osobnikdw moze mie¢ rozne odcienie. W populacjach dzikich spotyka si¢ zwykle zwierzeta o

siersci jasnobrgzowej, czekoladowo-bragzowej lub ciemnobrazowej z czarnym odcieniem. W
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obrebie populacji moga wystgpowac rdzne kolory sieréci biate plamy na spodzie fap, na dolnej
wardze, gardle, piersi, brzuchu, u nasady konczyn. Ich liczba, ksztalt i wielko$¢ wykazujg duza
zmienno$¢, totez ich rozmieszczenie, ksztalt 1 wielkos¢ stanowi cechg osobniczg pozwalajaca
odrozni¢ jedno zwierze od drugiego. Natomiast niewielkie i nieliczne plamy uniemozliwiajg

pewng identyfikacje osobnika (Zalewski i Brzezinski, 2014).

1.3. Uklad immunologiczny norki amerykanskiej jako przyklad

funkcjonowania ukladu odpornosciowego ssakow

Uktad odpornosciowy to ztozona sie¢ narzadéw limfatycznych, komorek, czynnikow
humoralnych i cytokin, ktorej podstawowym zadaniem jest ochrona organizmu przed
patogenami. Dysfunkcje uktadu odpornosciowego prowadza do ciezkich infekcji, chorob
autoimmunologicznych lub alergicznych. Uktad odpornosciowy dzieli si¢ na wrodzony i
adaptacyjny. Odpornos¢ wrodzona obejmuje bariery fizyczne oraz komorki, takie jak neutrofile
1 makrofagi, ktore reaguja szybko, ale niespecyficznie. Z kolei odpornos¢ adaptacyjna,
rozwijajaca si¢ wolniej, opiera si¢ na precyzyjnej odpowiedzi limfocytow T 1 B, ktére
zapami¢tuja patogeny, umozliwiajac szybsza reakcj¢ przy ponownym kontakcie (Parkin i
Cohen, 2001).

Podobnie jak u innych gatunkéw ssakéw uklad odpornosciowy u norki amerykanskiej
zbudowany jest z: narzadow limfatycznych osrodkowych, takich jak grasica i szpik kostny oraz
obwodowych, a wigc $ledziony 1 weztow chionnych, tkanki chlonnej w $luzowce przewodu
pokarmowego GALT (gut associated lymphoid tissue), uktadu oddechowego BALT (bronchus
associated lymphoid tissue) oraz skory SALT (skin associated lymphoid tissue), jak 1 komorek
wedrujacych migdzy krwig, limfg a innymi tkankami. Wsrod tych komorek wymieni¢ nalezy:
limfocyty, monocyty oraz makrofagi, komorki wtdrnie zaangazowane, a wigc neutrofile,
bazofile, acidofile oraz komdrki NK (natural killers) (Gierynska i Kalinowska-Gacek, 2009).
Dodatkowo uktad chlonny norek tworza zwiazki biologicznie czynne, takie jak
immunoglobuliny, uktad antygendéw (jako produkt gldownego kompleksu zgodnosci tkankowej
MHC (major histocompatibility complex), swoiste 1 nieswoiste mediatory reakcji
immunologicznych (limfokiny, interferony, interleukiny), uktad dopetniacza, uktad properdyny
1 lizozym (Glinski 1 Kostro, 2002).

Procesy takie jak aktywacja neutrofili, produkcja cytokin i wybuch tlenowy sa kluczowe
dla eliminacji patogenow, cho¢ moga prowadzi¢ do stanéw zapalnych. Reakcja zalezna od tlenu,

nazywana takze wybuchem tlenowym (respiratory burst) jest to mechanizm obronny
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polegajacy na produkcji reaktywnych form tlenu (ROS, Reactive Oxygen Species) przez
oksydaz¢ NADPH. W komodrkach uktadu odpornosciowego - gltownie neutrofilach i
makrofagach - w odpowiedzi na infekcje powstajg toksyczne metabolity tlenu, takie jak
nadtlenek wodoru, rodniki hydroksylowe 1 tlen singletowy zdolne do niszczenia patogenow
(Allen 1 Tresini, 2000; Parkin i Cohen, 2001).

System dopelniacza, obejmujacy kaskadowa aktywacje bialek, wspiera reakcje
immunologiczne, prowadzac do lizy patogenow oraz zwigkszania przepuszczalnosci naczyn.
Kluczowa role w odpowiedzi przeciwpasozytniczej petnig eozynofile, natomiast komorki
tuczne 1 bazofile uczestniczg w reakcjach alergicznych poprzez uwalnianie mediatorow
zapalnych, takich jak histamina. Komdrki NK eliminujg zainfekowane lub nowotworowe
komorki poprzez mechanizmy cytotoksyczne niezalezne od specyficznego rozpoznawania
antygenu (Parkin 1 Cohen, 2001).

Uktad odporno$ciowy wrodzony odroznia patogeny od wiasnych komorek dzigki
receptorom rozpoznajacym wzorce molekularne zwigzane z patogenami (PAMP, Pathogen-
Associated Molecular Patterns). Receptory te dzielg si¢ na trzy grupy: wywotujace endocytoze,
opsoniny oraz inicjujace transdukcje sygnatdéw, jak receptory Toll-podobne (TLR, Toll-like
receptors). Cho¢ wrodzona odpornos¢ skutecznie eliminuje bakterie, ma ograniczone
mozliwo$ci walki z wirusami, a takze moze powodowac uszkodzenie tkanek (Parkin i Cohen,
2001; Wicherska-Pawlowska, i wsp., 2021).

Procesy zapalne wymagaja rekrutacji 1 aktywacji komorek w miejscu infekcji, co
odbywa si¢ dzigki interakcji receptorow komorkowych, cytokin i czgsteczek adhezyjnych.
Czasteczki adhezyjne, takie jak selektyny, integryny 1 kadheryny, posrednicza w przyczepianiu
1 migracji komorek, reorganizujac cytoszkielet i aktywujac mechanizmy wewnatrzkomorkowe
(Parkin i Cohen, 2001; Zhang i Wang, 2012). Migracja neutrofili to przyktad koordynacji tych
mechanizmow. Chemokiny pobudzaja $rodblonek do wytwarzania selektyn, ktore umozliwiaja
neutrofilom przemieszczanie si¢ wzdluz naczyn. Integryny wzmacniajg ich przyczepienie, co
pozwala umozliwia neutrofilom diapedeze, czyli przenikanie przez Scian¢ naczyn do tkanek.
Niedobory czasteczek adhezyjnych, jak w deficycie integryn B2, skutkuja cigzkimi infekcjami,
mimo nadmiaru neutrofili we krwi. Cytokiny to niewielkie czasteczki sygnatowe, ktore reguluja
aktywnos$¢ uktadu odpornosciowego. Sa one wydzielane przez rdzne komorki 1 wigzg si¢ z
receptorami powierzchniowymi, wpltywajac na aktywacje, podzial, ruch 1 apoptoze komorek.
W zalezno$ci od funkcji, cytokiny mogg dziata¢ lokalnie (parakrynnie), na siebie (autokrynnie)
lub systemowo (endokrynnie). Wyrdzniamy rézne rodzaje cytokin: interleukiny, chemokiny,

interferony oraz czynniki stymulujace tworzenie kolonii. Interferony petnig szczego6lng role w
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odpornosci przeciwwirusowej (Commins i wsp. 2010). Typ 1 (a1 ) hamuje replikacje wirusow,
zwigksza ekspresj¢ MHC klasy I oraz aktywuje limfocyty T. Natomiast typ 2 (y) aktywuje
makrofagi, neutrofile i komoérki NK, wspierajac odpornos¢ w zakazeniach makrofagowych
(Parkin 1 Cohen, 2001).

Specyficzna odpowiedZ immunologiczna opiera si¢ na aktywacji limfocytow T i B przez
antygeny, co prowadzi do precyzyjnych odpowiedzi efektorowych. Limfocyty T i B rozwijaja
si¢ w grasicy 1 szpiku, a nastepnie zasiedlaja wtorne narzady limfatyczne, takie jak wezly
chtonne czy $ledziona. Tam, dzigki interakcji z antygenami oraz mikrosrodowisku bogatemu w
cytokiny i czasteczki adhezyjne, dochodzi do ich aktywacji. Aktywacja limfocytow T wymaga
prezentacji antygenu przez czasteczki MHC. W grasicy odbywa si¢ selekcja limfocytow,
zapewniajagca rozpoznawanie antygenéw obcych bez nadmiernej reaktywno$ci wobec
wlasnych tkanek. Proces ten pozwala na skuteczng i kontrolowang odpowiedz immunologiczna

(Chen i Aasted, 1998; Parkin i Cohen, 2001).

1.4. Najwazniejsze choroby wirusowe wystepujace u norek amerykanskich

Wedtug Wilson i wsp. (2015) choroba aleucka norek jest jedng z gtéwnych przyczyn
zej$¢ $miertelnych norek. W swoich badaniach opierajac si¢ na ustaleniach przyczyny $mierci
na podstawie 339 przypadkéw stwierdzili, ze 52 z nich (co stanowilo 13,9%) bylo
spowodowane wystgpieniem krwotocznego zapalenia pluc wywolanego infekcja bakterig
Pseudomonas aeruginosa. Druga pod wzgledem liczebnos$ci przyczyng zgondéw byta choroba
aleucka norek wywotana przez wirusa AMDV (51/13,7%). Nalezy to tej liczby doda¢ przypadki
powiklan infekcji AMDV w postaci krwotocznego zapalenia ptuc, koinfekeji Salmonella spp.
wywotujagcym bakteryjne zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych oraz E.coli skutkujaca
posocznicg, a takze zapalen ukladu moczowego, czego efektorowo skutkiem jest kamica
moczowa. Sumarycznie stanowi to 17,7%. Wyzszym wskaznikiem $miertelno$ci
charakteryzuje si¢ jedynie bakteryjne zapalenie ptuc, wraz z jego koinfekcjami co stanowi
18,8%. Kolejnymi istotnymi przyczynami zejs¢ w badaniach Wilsona 1 wsp. (2015) byty:
wirusowe zapalenie jelit norek (16,2%), lipidoza watroby (8.1%), miopatia zywieniowa (7%).
Pozostate przyczyny nie przekroczyly poziomu 5%. Warto podkresli¢, ze u czegsci zwierzat
(4,3%) podejrzewano zatrucie jadem kietbasianym na podstawie wywiadu klinicznego, ale nie
mozna bylo tego potwierdzi¢ badaniami laboratoryjnymi. Do metod zwalczania i zapobiegania
najczestszym przyczyn $mierci norek hodowlanych mozna zaliczy¢: testowanie 1 eliminacje
zwierzat z wynikami dodatnimi w przypadu choroby aleuckiej norek, wakcynacje¢ przeciwko

zapaleniu ptuc wywolanemu przez Pseudomonas aeruginosa oraz wirusowemu zapaleniu jelit,
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a takze unikanie btedow zywieniowych prowadzacych do otylosci, a w konsekwencji do
rozwoju lipidozy watroby (Wilson 1 wsp., 2015).

W ostatnich latach coraz czeg$ciej przyczynami strat wsrod hodowlanych norek
amerykanskich sg rowniez astrowiroza, nosowka i SARS-CoV-2.

Jak podaja Bidokhti i wsp. (2019), Wildi i Seuberlich (2021) oraz De Benedictis 1 wsp.
(2011) astrowirusy infekuja szeroki zakres gospodarzy, nalezacych do réznych gatunkow, tj.
ludzi (HastVs 1-8), bydia (BoAstV), owiec (OAstV), alpak (BoAstV CH13/NeuroS1) §win
(PoAstV), kotow (FeAstV), pséw (CaAstV), ssakéw morskich takich jak: lew morski
kalifornijski (CslAstV-1, CslAstV-2, CslAstV-3), lew morski Stellera (SslAstV) i delfin
butlonosy (BdAstV), a takze indykéw (TAstV), kaczek (DAstV) i1 kur (CAstV). Czynnikiem
etiologicznym infekcji u norek jest wirus MAstV-1 (Tao 1 wsp., 2022; De Benedictis i wsp.,
2011), nalezacy do rodziny Astroviridae (Hammer i wsp., 2012). W przypadku, gdy patogen po
wniknigciu do organizmu norki wykazuje tropizm w kierunku tkanki nerwowej (neurotropizm),
rozwija si¢ zespol drzacych norek (SMS- shaking mink syndrome). Dwa kolejne obrazy
kliniczne choroby, a wigc zespot przedodsadzeniowej biegunki norek (PMD — pre-weaning
mink diarrhoea) oraz zespdt mokrych norek (WMS — wet mink syndrome), ze wzglgdu na
wysoka zbiezno$¢ objawdw, czgsto sa uznawane za jedng jednostke chorobowa (Glinski i
Kostro, 2012; Hammer i wsp., 2012; Kowalczyk i Jakubczak, 2016; Jakubczak i wsp., 2021).

Charakterystycznym objawem jest biegunka o kale konsystencji od sluzowatej do
lepkiej oraz nadmierna aktywnos$¢ gruczotow tojowych i potowych okolicy szyjnej skutkujace
duzym odsetkiem padni¢¢. Czynnikami zwigkszajacymi prawdopodobienstwo zakazenia moga
by¢ m.in.: nadmierna liczebno$¢ stada, niedostateczna higiena, intensywne karmienie w czasie
cigzy, mastitis gruczolu mlekowego karmigcych samic czy koinfekcje reowirusowe i
kaliciwirusowe (Glinski i Zmuda, 2019).

Materiatem genetycznym astrowirusa norek jest jednoniciowy RNA o polaryzacji
dodatniej (ssRNA+) i1 dtugosci od 6,8 do 7,9 kb. Wirus dostaje si¢ do komorki poprzez
endocytoze zalezng od klatryny (Glinski i Zmuda, 2019). Biatko CP bedgc zewnetrzng barierg
strukturalng, otacza kwasy nukleinowe, ale takze wchodzi w interakcje z gospodarzem,
wpltywajac na tropizm komorkowy. Ponadto posredniczy we wnikaniu do komorki oraz petni
rolg antygenu, ktéry indukuje odpowiedz immunologiczng u gospodarza (Mendez i wsp., 2007).
Dlatego tez wiremia moze mie¢ rozny przebieg, w zaleznos$ci od rodzaju wirusa i odpowiedzi
immunologicznej organizmu.

Jedna z czesciej spotykanych chordb wirusowych u norek amerykanskich, zarowno

dziko zyjacych, jak 1 hodowanych na fermach jest nosowka. Wystepuje u prawie wszystkich
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gatunkow Carnivora, w tym liséw, jenotdw oraz norek (Liang i wsp., 2024). Czynnikiem
etiologicznym choroby jest wirus noséwki CDV (canine distemper virus) (Kopczewski i wsp.,
2009; Adaszek 1 wsp., 2012). Wirus ten nalezy do rodzaju Morbillivirus klasyfikowanego w
obrebie rodziny Paramyxoviridae. Material genetyczny wirusa CDV stanowi ssRNA o
wielkosci okoto 15 616 nukleotydow, ujemnie spolaryzowany i zawierajacy polimeraz¢ RNA
(Adaszek i wsp., 2012). Genom zawiera sze$¢ genow kodujacych: dwa biatka biorace udziat w
replikacji - fosfoproteing P i biatko L, biatko nukleokapsydu-N, biatko ostonki (M), dwie
glikoproteiny hemaglutyning-H CDV oraz biatko fuzyjne F. Porownujac sekwencje
poszczegdlnych gendéw pomigdzy referencyjnymi szczepami a izolatami wirusa nosoéwki
wykazano, ze najczesciej réznice wystepuja w obrgbie genéw hemaglutyniny, biatka fuzyjnego
F oraz nukleoproteiny. Polimorfizmy molekularne wystgpujace w obrebie tych genéw moga
by¢ przyczyna zmian w zjadliwosci wirusa prowadzacych do pojawiania si¢ objawdw nosowki,
zwlaszcza u pséw, mimo powszechnie prowadzonego programu szczepien (Adaszek i wsp.,
2012). Jednostka ta z uwagi na istnienie skutecznej immunizacji wydaje si¢ nie by¢, az tak
szczegllnym zagrozeniem epizootycznym. Jednak jak podaje Wang i wsp. (2023) badajac
strukture, funkcje oraz antygenowo$¢ biatka H koniczne jest dalsze projektowanie szczepionek
przeciwko CDV oraz modyfikacja technologii diagnostycznych z uwagi na wystepowanie
mutacji, ktore wywotuja niepelng odpowiedz immunologiczng organizmu a w odniesieniu do
testow mogg dawac wyniki falszywie ujemne.

Wirus jest amplifikowany 1 wydzielany z komorek nablonkowych uktadu oddechowego,
pokarmowego 1 moczowego zakazonego zwierzecia. Biatka wirusowe hamuja mechanizmy
odpornosci wrodzonej] w komoérce gospodarza (Zhao 1 wsp., 2015). Chorobie towarzysza
réznorodne objawy, migdzy innymi Zoladkowo-jelitowe, ropne wysieki z oczu i nosa, zapalenie
spojowek z obrzekiem zmniejszajacym szpar¢ oczu, zgrubienie opuszek palcowych (choroba
twardej fapy) czy zaburzenia nerwowe (drgawki, zaburzenia rownowagi, niedowlad konczyn
szczegolnie tylnych). Zgodnie z wynikami badan epidemiologicznych przeprowadzonych w
Chinach norki sg mniej podatne na CDV niz jenoty i lisy (Zhao i1 wsp., 2015).

Norka amerykanska byla pierwszym gatunkiem wsrod tasicowatych (Mustelidae), u
ktérego potwierdzono obecno$¢ wirusa SARS-Co-V-2 (Aguilo-Gisbert i wsp., 2021). Do 2023r.
wirus ten zostal wykryty u norek hodowlanych w 13 réznych krajach (Hansen 1 wsp., 2023).
Ze wzgledu na wysoka podatno$¢ norek na zakazenie 1 zdolnos¢ do transmisji wirusa wsrod
tych zwierzat, pojawily si¢ obawy, Zze norki moga stuzy¢ jako rezerwuar do generowania
nowych wariantow SARS-CoV-2 o nieznanej zjadliwosci 1 wlasciwosciach antygenowych

(Oreshkova i wsp., 2020). Patterson 1 wsp. (2020), Sailleau 1 wsp. (2020) Sit 1 wsp. (2020), Shi
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1 wsp. (2020), Zhang i wsp. (2020) stwierdzili wystepowanie wirusa SARS- Co-V-2 u psow i
kotow oraz u dzikich kotowatych w ogrodzie zoologicznym (Gollakner i Capua, 2020). Inne
gatunki, takie jak Swinie i dréb, wydaja si¢ odporne (Du i1 wsp., 2021, Schlottau i wsp., 2020,
Shi 1 wsp., 2020, Suarez i wsp., 2020). Natomiast bydto wykazuje niskg podatnos¢ na zakazenie
SARS-CoV-2 (Ulrich i wsp., 2020). Jak podaje Du i wsp. (2021) w najczesciej stosowanych
modelach zwierzecych COVID-19, to jest chomikéw, fretek, kotéw oraz ssakow naczelnych
nie wystepuja zadne powazne objawy kliniczne.

W badaniu przeprowadzonym przez Hansen i wsp. (2023) w Kanadyjskim Centrum
Badan nad Zwierzgtami Futerkowymi (Canadian Center for Fur Animal Research, CCFAR),
Dalhousie University (Truro, Kanada) oceniono odpowiedz immunologiczng norek
hodowlanych po szczepieniu komercyjng szczepionka opartg na biatku spike wirusa SARS-
CoV-2. Szczepionka ta byla pierwotnie zatwierdzona do stosowania u kotow, a w badaniu
poréwnano odpowiedz immunologiczng norek z hodowli kanadyjskich z odpowiedzig
obserwowang po naturalnym zakazeniu u dunskich norek hodowlanych. Wyniki wykazaty, ze
szczepionka wywotata silng odpowiedz przeciwcial, z poziomami miana siggajacymi 1:12800
w tescie ELISA. U norek zaszczepionych odnotowano wysoki poziom przeciwciat
neutralizujacych, ktoére wykazywaty zdolno$¢ do neutralizacji zarowno przodkow wirusa, jak i
nowszych wariantéw takich jak Omicron BA.4, pomimo znacznych roznic genetycznych
miedzy tymi szczepami. Oznacza to, ze szczepionka zastosowana u norek hodowlanych w
Kanadzie byla w stanie wywola¢ silng i1 szeroko reagujaca odpowiedz przeciwcial, co moze
ograniczy¢ rozprzestrzenianie si¢ SARS-CoV-2 u norek hodowlanych, a tym samym
zmniejszy¢ ryzyko, ze norki beda stuzy¢ jako rezerwuar wirusa dla zakazen u ludzi (Hansen 1
wsp., 2023). Pomimo wykrycia SARS-CoV-2 w wielu krajach, tj. w Stanach Zjednoczonych,
Francji, Grecji, Wloszech, Hiszpanii, Szwecji, Polsce, na Litwie, w Kanadzie, Holandii oraz
Danii (Fenollar i wsp., 2021), tylko w dwdch ostatnich krajach podjeto decyzje o uboju
wszystkich norek z ferm, w tym zwierzat wolnych od wirusa (Grabowska 1 Adamczyk-
Poptawska, 2021). Wybicie 15 milioné6w norek w Dani oraz ponad 1 milion norek w Holandii
(Oreshkova i wsp., 2020) wydaje si¢ by¢ decyzja wyolbrzymiona, gdyz wprowadzona w innych
krajach kwarantanna okazata si¢ wystarczajaca metoda walki z SARS-CoV-2.
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1.5. Odpornos¢ norek na przykladzie choroby aleuckiej

Wirus choroby aleuckiej norek (AMDV, Aleutian Mink Disease Parvovirus) nalezy do
rodzaju Amdoparvovirus w rodzinie Parvoviridae i podrodzinie Parvovirinae (Kostro i wsp.,
1999; Cotmore i wsp., 2014). Gtownymi gospodarzami wirusa AMDYV sg norki amerykanskie,
a wskaznik zakazen w populacjach dziko zyjacych wynosi ponad 90% (Farid, 2013). Obecnos¢
wirusa potwierdzono takze u innych cztonkow rodziny tasicowatych (Mustelidae) w tym tasic
krétkoogonowych i1 kun, a takze u przedstawicieli innych rodzin, takich jak kotowate (Felidae)
- ry$ oraz psowate (Canidae) - lis polarny i lis rudy. Wirus ten zostat rowniez wykryty u szopow
oraz skunksow pasiastych (Canuti i wsp., 2020). Opublikowano takze przypadki zakazen
AMDV u ludzi z ostabionym uktadem odporno$ciowym, ktorzy mieli dlugotrwaty kontakt z
zakazonymi zwierzgtami (Jepsen 1 wsp., 2009).

Z uwagi na brak skutecznej immunizacji oraz leczenia aktualnym problemem w
hodowli norek amerykanskich jest choroba aleucka (Makarian i Abrahamyan, 2021). Jest ona
przewlekla i nieuleczalng chorobg generujaca duze straty ekonomiczne w hodowli norek. Na
zajetych wirusem fermach mozna zaobserwowaé niska plenno$¢ zwierzat, czeste ronienia,
wysoka $miertelno$¢ oseskow w pierwszych dniach po urodzeniu, a takze liczne upadki
kilkumiesigcznych norek (Kowalczyk i Jakubczak, 2015).

Czynnikiem etiologicznym choroby jest bezoczkowy parwowirus (AMDV), ktorego
wiriony majg srednic¢ 23-25 nm (Kostro i wsp., 1999). Genom wirusa stanowi lewoskretny
jednoniciowy DNA (ssDNA) o dtugosci 4,5-5 kb (Karimi 1 wsp., 2021a). Zawiera on dwie
gléwne otwarte ramki odczytu (ORF) 1 palindromowe spinki do wlosow na koncach 3’1 5’
(Huang 1 wsp., 2014; Xi i wsp., 2016). Genom wirusa sktada si¢ z dwoch gléwnych regionow
(kaset) genowych (Cotmore 1 Tattersall, 2014). Region na koncu 5’ genomu odpowiada za
kodowanie biatek niestrukturalnych NS1-3, ktore powstaja w wyniku alternatywnego splicingu,
natomiast region na koncu 3’ ORF koduje biatko kapsydu. Biatka NS odgrywaja kluczowa role
w regulacji poznych etapéw syntezy bialek strukturalnych oraz replikacji wirusowego
materiatu genetycznego (Alexandersen 1 wsp., 1988; Tong 1 wsp., 2020; Xi 1 wsp., 2016;
Kondracki 1 wsp., 2023). Kapsyd AMDYV sktada si¢ z dwoch biatek strukturalnych — gtéwnego
VP2 oraz pomocniczego VP1. Oba biatka petnig funkcje gléwnych antygendéw wirusa, co czyni
je istotnymi w procesach immunologicznych i patogenezie infekcji (Xi 1 wsp., 2016). Zmiany
w sekwencjach genow kodujacych biatka NS1 1 VP2 sa szeroko wykorzystywane w badaniach
filogenetycznych. Pozwalaja one na identyfikacj¢ szczepoOw wirusa oraz badanie jego ewolucji

1 rozprzestrzeniania w populacjach norek hodowlanych 1 dzikich (Jakubczak 1 wsp., 2016;
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Kowalczyk i wsp., 2019; Prieto i wsp., 2020; Ryt-Hansen i wsp., 2017).

Wedtug Christensen i wsp. (1999) oraz Olofsson i wsp. (1999) szczepy wirusa AMD
moga naleze¢ do 4 podtypéw, ktore charakteryzujg si¢ miedzy innymi réznym stopniem
zjadliwosci ze wzgledu na zmienno$¢ biatek niestrukturalnych. Istotnym czynnikiem jest
znalezienie zwierzat w grupach, w ktoérych nie ma najbardziej zjadliwych wariantow wirusa,
bo tylko takie postepowanie moze skutkowaé skuteczng selekcja zwierzat w kierunku
zwiekszonej odpornosci.

Wirus AMDYV jest trwaty w $srodowisku oraz uwazany za odporny na rézne czynniki
fizyczne i chemiczne (Hussain i wsp., 2014; 2024) Jest oporny na dziatanie eteru, chloroformu,
butanolu, czterochlorku wegla oraz proteaz i nukleaz. AMDYV zachowuje wlasciwos$ci zakazne
w pH od 3 do 11 w 50°C przez 30 minut (Glinski i Kostro, 2002).

Wirus AMDV jest obecny 1 szeroko rozpowszechniony w réznych obszarach i
elementach ferm zakazonych chorobg aleucka, co sugeruje, ze mozliwe sag nawet po wykonaniu
dezynfekcji reinfekcje powodowane uporczywym utrzymywaniem si¢ AMDV w $rodowisku
fermy (Prieto 1 wsp., 2017). Wektorami zaangazowanymi w rozprzestrzenianie si¢ AMDV
moga by¢ ogniska zakazen, takie jak klatki, narzgdzia robocze, a nawet ludzie (Zaleska-Wawro
1 wsp., 2021). Jednak mozliwa jest rbwniez transmisja pozioma przez krew, kat, mocz i §ling.
AMDY moze zanieczyszcza¢ powierzchnie klatek, rekawice, obuwie ochronne, a nawet §lady
pozostawione przez opony pojazdoéw Skuteczna dezynfekcja ze wzgledu na opornos¢ wirusa
na odkazajace $rodki chemiczne oraz warunki $rodowiskowe jak réwniez architekturg i
funkcjonowanie fermy jest niemozliwa do przeprowadzenia. AMDV utrzymuje si¢ w sposob
uporczywy na terenie fermy doprowadzajac tym samym do reinfekcji zwierzat (Prieto 1 wsp.,
2018). Nawet wyeliminowanie choroby po przeprowadzonej dezynfekcji, nie musi chronié¢
przez reinfekcja z uwagi na trwalo$¢ wirusa w warunkach fermowych. Pomimo wprowadzania
réznych metod eradykacji choroby, Zaden z zastosowanych programoéw nie osiagnal
zadowalajacych rezultatow (Farid 1 wsp., 2012; Nituch 1 wsp., 2011; Prieto i wsp., 2014;,
Przywara 1 wsp., 2024).

Naturalnym rezerwuarem wirusa sg dzikie norki, szopy sobole, lisy, psy, fretki, koty,
kroliki oraz myszy. Pierwotne i glowne Zrédlo zakazenia stanowia zwierzgta chore oraz
bezobjawowi nosiciele wirusa. W warunkach naturalnych choroba aleucka spontanicznie
wystepuje u norek. Wedtug Przywary 1 wsp. (2024) norki wolno zyjace moga stuzy¢ jako
rezerwuar wirusa, zagrazajac w ten sposob norkom hodowlanym. W wydalinach (kale, moczu)
1 wydzielinach ($linie) chorych zwierzat wirus wykrywany jest metodami serologicznymi juz

10 dnia po zakazeniu, w mleku natomiast wystepuje pod koniec laktacji, to jest 36 40 dnia po
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porodzie. Ilo$¢ i czas oraz drogi wydalania wirusa zaleza gldwnie od jego zjadliwos$ci. Wirusy
szczepu wysoko zjadliwego sg obecne we wszystkich wydzielinach i wydalinach od 10 dnia po
zakazeniu az do momentu zejscia $miertelnego. Wtornym zroédtem zakazenia sg niesterylne
narzedzia, strzykawki oraz rekawice uzywane podczas wykonywania zabiegow lekarskich, a
takze zanieczyszczona woda i karma oraz sprzet do pielegnacji czy poskramiania zwierzat
(Glinski i Kostro, 2002; Prieto i wsp., 2017). Przenoszenie wirusa AMDYV odbywa si¢ zar6wno
droga poziomg, jak i pionowg. Zakazenie naturalne poziome szerzy si¢ gltownie droga
inhalacyjng, rzadziej pokarmowg lub przez kontakt bezposredni. Podstawowg role w transmisji
wirusa odgrywa droga pionowa (Prieto i wsp., 2017).

W zwigzku z brakiem skutecznego leczenia oraz szczepionki przeciwko chorobie
aleuckiej, mozliwa jest jedynie eradykacja wirusa poprzez badanie norek na obecnos¢
przeciwcial anty-AMDV za pomoca metod serologicznych, takich jak CIEP
(immunoelektroforeza przeciwpradowa) lub test ELISA, a nastgpnie eliminowanie zwierzat
seropozytywnych (Farid i wsp., 2015). Jak podaja Farid i Hussain (2019), przeciwciala mozliwe
sa do wykrycia juz po 6. dniu od zakazenia AMDV. Wedlug tych autoréw, podobnie jak w
przypadku innych wiruséw, wykrywanie infekcji metodami molekularnymi mozliwe jest
znacznie wczesniej niz serologicznymi. Jak podaja Farid i wsp. (2015), przeciwciala byty
mozliwe do wykrycia z wykorzystaniem metody CIEP juz od 5. do 7. dnia po inokulacji.
Wykrywane metoda PCR materiatu genetycznego wirusa AMDYV, miedzy 3. a 20. dniem,
umozliwia szybsza diagnostyke. Wiremia moze by¢ wykrywana za pomocg techniki PCR na
wczesniejszym etapie niz przy uzyciu metod serologicznych, co potencjalnie utatwia bardziej
skuteczne monitorowanie 1 kontrolowanie zakazenia. Farid 1 wsp. (2015) wskazuja, Ze istotng
role w kinetyce replikacji wirusa i odpowiedzi przeciwcial odgrywaja genotyp norki, wariant
wirusa i dawka podczas inokulacji.

Po wniknigciu do organizmu wirus AMD intensywnie si¢ replikuje, szczegdlnie w
tkance limfoidalnej, wykazujac preferencje do limfocytow T i1 B. Replikacja wirusa zachodzi
takze w $ledzionie, weztach chtonnych oraz w jednojadrzastych komorkach krwi obwodowe;j 1
szpiku kostnym. U noworodkow wirus replikuje si¢ glownie w aktywnie dzielagcych sig
komodrkach nabtonka pecherzykéw plucnych II stopnia, co prowadzi¢ moze do
srodmigzszowego zapalenia ptuc (Gasiorek, 2023).

U zakazonych oseskow pochodzacych od matek seropozytywnych oraz u dorostych
norek rozwija si¢ przewlekta posta¢ AD, ktéra wynika z utrzymujacej si¢ infekcji i prowadzi
do uposledzenia uktadu odpornosciowego. Takie zakazone norki stajg si¢ trwatymi nosicielami

oraz wektorami wirusa. Przeciwciata anty-AMDYV wytwarzane przez organizm norek ulegaja
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agregacji w naczyniach krwiono$nych narzadéw miazszowych, takich jak nerki, watroba i
$ledziona. Tworza one kompleksy immunologiczne wywotujace miejscowe stany zapalne tych
narzgdow. Trwala aktywacja odpowiedzi humoralnej prowadzi do plazmocytozy - intensywne;j
proliferacji komorek plazmatycznych produkujacych swoiste przeciwciata (Karimi i wsp., 2022,
Jepsen i wsp., 2009; Zmuda i wsp., 2022). Plazmocyty gromadza si¢ w $ledzionie, nerkach,
watrobie oraz weztach chlonnych, powodujac zmiany morfologiczne oraz dysfunkcje tych
narzadow (Markarian i Abrahamyan, 2021; Zmuda i wsp., 2022). Postepujace uszkodzenia w
nerkach 1 watrobie moga skutkowa¢ mocznicg, bedaca bezposrednia przyczyna zejsé
$miertelnych. Nadmiar komplekséw immunologicznych doprowadza do przecigzenia uktadu
siateczkowo-§rodblonkowego 1 uszkodzenia lizosoméw komorek watroby, nerek i §ledziony.
Wraz z rozwojem infekcji pierwotnie wywotanej przez wirus dochodzi do zaktdcenia tolerancji
immunologicznej, co powoduje produkcje autoprzeciwciat skierowanych przeciwko
antygenom wilasnych tkanek. Zmienione biatka dziataja jako autoantygeny stymulujace
wytwarzanie kolejnych autoprzeciwciat, ktore tworza taczac si¢ z nimi dodatkowe kompleksy
immunologiczne, co pogtebia zmiany chorobowe powstaty pierwotnie w wyniku potaczenia si¢
wirusa ze swoista immunoglobuling. Ponadto znaczna supresja uktadu immunologicznego
zwigksza podatno$¢ zwierzat na wtorne zakazenia bakteryjne, takie jak zakazenia Pasteurella

sp., Salmonella sp. lub Streptococcussp (Reichert 1 Kostro 2014a).
1.6. Reakcja ukladu immunologicznego norki na zakazenie AMDV

Uktad odpornosciowy norki amerykanskiej charakteryzuje si¢ zlozong odpowiedzig
immunologiczng, ktora odgrywa kluczowa role w zwalczaniu infekcji oraz utrzymaniu
homeostazy organizmu. Choroba aleucka (AD), wywolywana przez wirusa choroby aleuckiej
(AMDV), stanowi model badawczy immunopatologii. OdpowiedZ immunologiczna norki
wobec AMDYV dostarcza cennych informacji o interakcji wirusa z uktadem odpornosciowym.

Odpowiedz humoralna obejmuje wytwarzanie przeciwcial przez komorki
plazmatyczne wywodzace si¢ z limfocytow B. Proces ten rozpoczyna si¢ po zwigzaniu
antygenow wirusowych z receptorami komoérek B (BCR, B Cell Receptors), co prowadzi do
selekcji klonalnej 1 réznicowania limfocytow B w komorki plazmatyczne lub komorki pamigci
immunologicznej (Chen 1 Aasted, 1998; Jakubisiak 1 wsp., 2020).

W przypadku infekcji AMDV przeciwciata, cho¢ wiaza wirusa, nie wykazuja
wlasciwos$ci neutralizacyjnych. Mechanizm immunologiczny znany jako wzmocnienie infekcji

zalezne od przeciwcial (ADEI, antibody-dependent enhancement of infection) utatwia wirusowi
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endocytoze do komorki przez receptor Fc (Bloom i wsp., 2001; Markarian i Abrahamyan, 2021;
Vahedi i wsp., 2023). Wczesna faza infekceji charakteryzuje si¢ wysoka wiremig niezwigzanego
wirusa we krwi (Alexandersen 1 wsp., 1986; Farid 1 Hussain, 2020). Ciagla replikacja AMDV
prowadzi do narastajacej odpowiedzi humoralnej i wytwarzania specyficznych przeciwciat. W
miar¢ postgpu choroby pojawiajg si¢ takze przeciwciata skierowane przeciw antygenom
wlasnego organizmu, co skutkuje rozwojem hypergammaglobulinemii Specyficzne
przeciwciata charakteryzuja si¢ wysokim powinowactwem do wirusa (Kowalczyk i Jakubczak,
2015).

Hypergammaglobulinemia u norek z AD odzwierciedla zaawansowanie choroby.
Przeciwciala wirusowo swoiste (specyficzne dla AMDYV), jak i1 autoimmunologiczne
(skierowanych przeciwko antygenom wilasnym), skladaja si¢ na catkowity wzrost poziomu
gammaglobulin, ktéry moze by¢ od 3 do 10 razy wyzszy niz u zdrowych zwierzat (Trautwein i
Miiller-Peddinghaus, 1981). Poziom hypergammaglobulinemii jest zalezny od wielko$ci dawki
zakaznej i zjadliwos$ci wirusa (Porter i wsp. 1969). Wraz ze wzrostem poziomu gammaglobulin
nasileniu ulegaja zmiany patologiczne w tkankach, co ma wplyw na Zywotno$¢ norek.
Przeciwciata klasy IgA, 1gG, IgM norki amerykanskiej wykazuja identyczne wlasciwosci co
immunoglobuliny innych ssakow (Gasiorek, 2023).

Odpowiedz komorkowa w chorobie aleuckiej norki opiera si¢ na aktywacji
limfocytow Th1 i Th2, cytokinizacji oraz funkcji makrofagéw i limfocytow Tc. We wczesnej
fazie infekcji wzrasta liczba limfocytow CD8+ we krwi obwodowej, podczas gdy liczba CD4+
pozostaje stabilna. Skutkuje to obnizeniem stosunku CD4+/CD8+ (Jensen 1 wsp., 2003).
Ekspresja czasteczek MHC klasy II na limfocytach CD8+ oraz makrofagach wzrasta wraz z
postepem infekcji (Chen i Aasted, 1998).

Replikacja AMDYV zachodzi w tkance limfatycznej weztéw chtonnych, glownie w
makrofagach 1 komorkach dendrytycznych. W pdZznym stadium infekcji obserwuje sie
zmniejszenie liczby limfocytow B oraz zwigkszenie komorek plazmatycznych w weztach
chlonnych (Bloom 1 wsp., 1994). W grasicy dochodzi do inwolucji strukturalnej 1 przeksztalcen
subpopulacji limfocytéw, z dominacja komoérek CD8+ (Mori 1 wsp., 1994).

Uktad odpornosciowy norki amerykanskiej wykazuje zlozong odpowiedz
immunologiczng wobec AMDYV, ktora obejmuje zaréwno odpowiedz humoralng, jak i
komoérkows. Rozwo6j choroby aleuckiej wigze si¢ z narastaniem hipergammaglobulinemii,
zmianami w subpopulacjach limfocytéw oraz depozycja kompleksow immunologicznych, co
prowadzi do dysfunkcji narzadéw miagzszowych. Badania nad uktadem odpornosciowym norki

dostarczajg istotnych informacji o mechanizmach immunopatologii i moga stanowi¢ model dla
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ludzkich choréb autoimmunologicznych (Suzuki i Tomino, 2008).
1.7. Czynniki wplywajace na patogeneze

Przebieg choroby aleuckiej zalezy od genotypu i wieku zwierzecia oraz od zjadliwos$ci
wirusa (Kowalczyk 1 wsp., 2019). Klasyczng posta¢ choroby u dorostych norek niezaleznie od
genotypu oraz duza $miertelno$¢ oseskéw od 90 do 100% wywotuja szczepy wirusa o wysokiej
zjadliwos$ci. Natomiast szczepy o $redniej i1 niskiej zjadliwosci wywotujg zachorowania od 50
do 70% oseskéw ich $miertelno$§¢ waha si¢ od 30 do 50%. Szczepy te klasyczny przebieg
choroby wywotuja wytacznie u dorostych norek odmiany aleuckiej (Jakubczak i wsp., 2017;
Kowalczyk i wsp. 2019).

Przebieg choroby zalezy od genotypu zwierzgcia. Uznaje si¢, 1z najbardziej podatne na
zakazenie AMDV sa homozygotyczne norki aleuckie, u ktérych wystepuja niedobory
immunologiczne zwigzane z wigkszg podatnosciag na choroby zakazne, czyli tak zwany
syndrom Chediak-Higashi (CHS, Chediak Higashi Syndrome) (Anistoroaei i wsp., 2013). U
norek z tym defektem odpornosciowym objawy klasycznej postaci AD pojawiaja si¢ szybciej i
sg bardziej nasilone. U norek dorostych odmiany aleuckiej bez wzgledu na zjadliwos$¢ szczepu
choroba z reguty konczy si¢ $miercig. Charakterystyczne dla jej przebiegu sg wzrost miana
przeciwcial 1 poziomu gammaglobulin oraz rozwo6j objawow klinicznych. Norki o innym
genotypie pod wpltywem szczepdw o $redniej 1 niskiej zjadliwos$ci majg niski poziom swoistych
przeciwcial oraz bezobjawowy przebieg choroby (Kowalczyk i wsp., 2019). U dorostych norek
nalezacych do odmian innych niz aleucka, zakazenia szczepami o niskiej zjadliwosci sg zwykle
bezobjawowe (Kowalczyk 1 wsp., 2019). Anistoroaei 1 wsp. (2012) okreslili podloze genetyczne
syndromu Chediak-Higashi w oparciu o analiz¢ geny genu LYST. Zidentyfikowali delecje w
obrebie 40 eksonu (c.9468delC) jako odpowiedzialng za wystgpowanie CHS. Mutacja
powoduje przesunigcie ramki odczytu, ktore skutkuje przedwcezesnym kodonem stop w pozycji
9569, co odpowiada przedwczesnej terminacji syntezy biatka w pozycji 3195
(p.Leu3156Phes*37). Identyfikacja tej mutacji w genie LYST umozliwila selekcj¢ genetyczna
norek amerykanskich. Wystepowanie syndromu CHS u norek moze stuzy¢ jako potencjalny
model zwierzecy w mutacjach spowodowanych brakiem sekwencji kodujacych biatka LYST u
ludzi (Anistoroaei 1 wsp., 2012).

Rozwoj choroby aleuckiej jest uzalezniony rowniez od wieku zwierzecia. Choroba ta
moze przebiega¢ w 2 postaciach: ostrej plucnej 1 przewleklej klasycznej. Posta¢ ostra wystepuje

u oseskow do 3 tygodnia zycia, ktore nie posiadajg jeszcze swoistych przeciwciat dla wirusa
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AMDV. Objawia si¢ ona zaburzeniami ze strony ukladu oddechowego, takimi jak silne
dusznosci bedacymi wynikiem rozwoju §rédmigzszowego zapalenia ptuc (Jensen i wsp., 2015;
Reichert 1 Kostro, 2014a; Wilson 1 wsp., 2015). Cechuje si¢ ona wysoka $miertelnoscig. Postac
klasyczng choroby aleuckiej mozna rozpozna¢ po zwigkszonym pragnieniu norek przy
zachowanym apetycie. Wraz z rozwojem choroby nastepuje utrata apetytu, spadek masy ciata,
odwodnienie, zmatowienie wlosa, blado$¢ bton §luzowych i opuszkow stép wynikajaca z
anemii. Na fermach z klasyczng postacig AD (Kowalczyk 1 wsp., 2018). AMDV powoduje
wysokie miana przeciwciat, plazmacytoze 1 chorobe¢ kompleksu immunologicznego, z
objawami klinicznymi od subklinicznych do $miertelnych. Objawy obejmuja na przyktad
ostabienie, anemig¢, objawy neurologiczne, niewydolno$¢ nerek i zmniejszong wielko§¢ miotu
u dorostych oraz zapalenie ptuc u oseskow. Dodatkowo wystepuja zaburzenia ze strony uktadu
pokarmowego, dysfunkcja nerek i watroby prowadzaca do mocznicy, ktdra to jest zwykle

bezposrednia przyczyng padnie¢ zwierzat (Jensen i wsp., 2015; Virtanen i wsp., 2021).
1.8. Diagnostyka choroby aleuckiej

Wstepne rozpoznanie choroby aleuckiej mozliwe jest na podstawie takich objawow
jak pojawienie si¢ na fermie czestych poronien, spadek plennosci i ptodnosci wysoka
$miertelnos¢ oseskow oraz liczne upadki kilkumiesigcznych norek. Jednak takie rozpoznanie
powinno by¢ potwierdzone badaniami laboratoryjnymi. W diagnostyce AD do oznaczenia
hipergammaglobulinemii wykorzystywany jest test jodowy (Kowalczyk i Jakubczak, 2015). Z
uwagi na niskg specyficznos$¢ proby jodowej zastgpiona zostata ona w rutynowej diagnostyce
metodami serologicznymi, w tym metodg CIEP (immunoelektroforeza przeciwpragdowa) oraz
testem ELISA (Ma i wsp., 2016). Obydwie metody sa oparte na reakcji antygen-przeciwcialo.
Metoda CIEP jest w stanie wykry¢ przeciwciata juz od 5 dni od momentu zakazenia (Knuuttila
1 wsp., 2014). Ponadto, imunnoelekrtoforeza przeciwpragdowa moze dawa¢ wyniki fatszywie
dodatnie oraz ujemne (Jensen i wsp., 2011; Farid 1 wsp., 2012). Niewatpliwg zaletg jest jej niski
koszt, co skutkowalo zastosowaniem tej metody w wielu laboratoriach. Inng metoda oparta o
poszukiwanie reakcji antygen-przeciwcialo jest test immunoenzymatyczny ELISA, ktory
pozwala na selekcje norek w kierunku odpornosci na chorobe aleucka w oparciu o wysokos¢
mian przeciwcial anty-AMDYV. Metoda ta moze doprowadzi¢ do uzyskania populacji norek
tolerujacych chorobg. Norki o réznych mianach przeciwcial w te$cie ELISA réznig sie
wielko$ciami parametrow biochemicznych, ktére odpowiadaja za wielonarzadowe zmiany

zapalne oraz iloscig kopi AMDYV (Gasiorek, 2023; Knuuttila i wsp., 2014).
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U norek zainfekowanych wirusem o wysokiej zjadliwo$ci, bez wzglgdu na ich genotyp,
po 2-3 tygodniach od zakazenia nastgpuje znaczny wzrost poziomu gammaglobulin w surowicy,
ktory pozostaje podwyzszony przez caly czas trwania choroby. Norki odmiany niealeuckiej
zainfekowane wirusem o $redniej 1 matej zjadliwosci wykazuja niskg gammopatie, wigc wyniki
testu jodtowego sa niepewne badz ujemne. Falszywie ujemne wyniki tego testu moga wystapic¢
u mtodych norczat oraz w poczatkowym etapie infekcji u dorostych norek. Falszywie dodatnie
wyniki moga by¢ skutkiem niewlasciwego zywienia zwierzat (jako objaw schorzen watroby)
lub hipergammaglobulinemii poszczepiennej. Z uwagi na mozliwos¢ fatszywych wynikow test
jodlowy jest uzyteczny wytacznie do ogdlnej oceny sytuacji epizodycznej a nie okreslania
stopnia zakazenia AMDYV norek na fermach hodowlanych (Farid i wsp., 2015; Jensen i wsp.
2014; Jensen i wsp., 2015).

Metody posrednie w diagnostyce AD pozwalaja wykaza¢ obecno$¢ swoistych
przeciwcial w surowicy krwi lub antygendéw wirusa w zakazonych tkankach i narzadach
wewnetrznych. Przeciwciata pojawiajg si¢ okoto 10. dnia po zakazeniu. Ich miano, bez wzgledu
na zjadliwos$¢ wirusa, utrzymuje si¢ u norek odmiany aleuckiej na wzglednie statym poziomie.
U norek nalezacych do niealeuckich odmian wirus o $redniej lub niskiej zjadliwosci powoduje,
iz miano przeciwcial jest niskie lub sukcesywnie maleje (Farid 1 wsp., 2022).

W rutynowej diagnostyce zakazen wirusem AMDV  wykorzystuje si¢
immunoelektroforeze przeciwpradowsa. Zaletami tej metody s3: wysoka swoisto$¢, bardzo
dobra czuto$¢, fatwos¢ pozyskiwania antygenu (supernatant z homogenatow $ledziony, watroby
1 weztow kreskowych), krotki czas wykonania testu, nizszy koszt wzgledem pozostatych metod
a wadami s3: mozliwos¢ uzyskania wynikow falszywie dodatnich i fatszywie ujemnych.
Natomiast wada obydwu stosowanych w praktyce metod serologicznych jest okienko
serologiczne, czyli okres od momentu zakazenia do wykrywalnego metodami diagnostycznymi
miana przeciwcial pozwalajacego zwalczy¢ dany antygen.

Ze wzgledu na wyzsza czuto$¢ 1 swoistos¢ w porownaniu do metod konwencjonalnych
w diagnostyce zakazen wirusem AMDV coraz czeSciej stosowane sg techniki biologii
molekularnej, w tym metoda hybrydyzacji Southernblot i Northernblot oraz hybrydyzacja in
situ z uzyciem sondy. Bardziej skuteczng metoda niz hybrydyzacja jest wykrywanie
wirusowego DNA w leukocytach za pomocg tahcuchowej reakcji polimerazy PCR (Kowalczyk
1 Jakubczak, 2015; Prieto 1 wsp., Farid, 2013). Obecnie ta metoda moze by¢ uzywana odrgbnie
w diagnostyce badz jako etap wstepny dla bardziej precyzyjnych technik. Zasadniczym celem
PCR jest namnozenie specyficznego fragmentu DNA, jednak stosujac rozdziat

elektroforetyczny na zelu oraz pdzniejsza wizualizacje mozliwe jest takze stwierdzenie badz

25



wykluczenie obecno$ci materialu genetycznego wirusa. Technika jest z powodzeniem
stosowana do wykrywania materialu wirusowego we krwi, tkankach czy wydzielinach zwierzat
zakazonych. Charakteryzuje si¢ czuto$cig na poziomie prawie 95% oraz specyficznoscia bliska
98%. Duza czutos¢ PCR sprawia, ze metoda jest takze podatna na nawet niewielkg
kontaminacj¢ (Kowalczyk i Jakubczak, 2015). Metoda tancuchowej polimerazy jest skuteczna
roéwniez w monitorowaniu przebiegu choroby aleuckiej poprzez cykliczne badanie materiatu
biologicznego od zakazonych norek (wymaz z okolic nosa, krew, odchody 1 §lina) (Jensen i
wsp., 2014).

Z uwagi na brak metod przyczynowego leczenia choroby aleuckiej istotne jest
zapobieganie chorobie. W postepowaniu przeciwepizootycznym podstawowym elementem jest
izolacja, w nastgpnej kolejnosci usuniecie z fermy chorych zwierzat (pierwotnego zrddla
zakazenia), a takze eradykacja wirusa ze §rodowiska zewnetrznego $srodkami dezynfekcyjnymi.
Z uwagi na brak swoistej profilaktyki jedyng metoda zapobiegania chorobie AD jest wczesna
swoista diagnostyka obejmujaca coroczne badania przed kryciem oraz po odsadzeniu. Wczesna
detekcja wirusa i usunigcie zainfekowanych zwierzat pozwalaja zapobiec zawleczeniu choroby

do ferm wolnych od AMDV.
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1.9. Charakterystyka genomu norki amerykanskiej

Liczbg chromosoméw u norki jako pierwszy podat w swojej pracy Shackelford i Wipf
(1947). Nastegpnie informacje ta potwierdzili Lande (1957), Humphrey i Spencer (1959).
Hameister i wsp. (1997) badajac podobienstwo kariotypéw w nadrodzinie Felidae,
wykorzystali 24 sondy specyficzne dla ludzkich chromosoméw w celu wizualizacji segmentow
konserwatywnych na chromosomach metafazowych norki amerykanskiej. Stwierdzili, ze
ludzkie chromosomy majg tylko 34 segmenty zbiezne z kariotypem norki., natomiast wykazali,
ze uktad u norek podobny do uktadu znalezionego u kota, potwierdzajac w ten sposob wysoki
konserwatyzm kariotypu opisany dla Feloidae. Pierwsza mikrosatelitarna mapa sprze¢zen dla
norki amerykanskiej zostata opisana przez Anistoroaei i wsp. (2007). Wedtug tych autorow
sktada sie¢ ona z 85 markeréw mikrosatelitarnych podzielonych na 17 grup sprzgzen. Te grupy
sprzgzen zostaly przypisane do 12 z 14 autosomoéw norek. Mapa ta utatwita mapowanie
genetyczne cech monogenowych i QTL (Quantitative Trait Loci). Pierwsze proby opisania
genomu norki byty utrudnione przez brak genomu referencyjnego, dopiero Cai i wsp. (2017)
zsekwencjonowali wykorzystujac technologi¢ Illumina, generujac sekwencj¢ o dtugosci 797Gb.
Autorzy ci wykazali, ze sekwencje powtorzone stanowia okoto 31% genomu, czyli mniej niz
w przypadku genomoéw psow i kotow oraz zidentyfikowali 21 053 sekwencji gendéw
kodujacych biatka obecnych w genomie norek, a struktura genomu referencyjnego byta zgodna
z mapg genetyczng opartg o sekwencje mikrosatelitarne. Cai i wsp. (2017) ograniczyli si¢
jednak w swoich badaniach do identyfikacji i lokalizacji genéw oraz loci cech ilosciowych QTL,
warunkujacych cechy zwigzane z jako$cig futra. Pierwsza wersja robocza genomu norki
amerykanskiej zostata opublikowana przez zesp6t Cai 1 wsp. w 2017 roku i miata rozmiar 2,4Gb.
Jednak ten projekt byt bardzo pofragmentowany i skladat si¢ z 7175 rusztowan z N50
wynoszacym 6,3Mb.

Badania Karimi 1 wsp. (2022) dostarczyly wysokiej jakosci genomu na poziomie
chromosomow dla norki amerykanskiej, pomimo postgpow w badaniach catego genomu norki
amerykanskiej dzigki dostgpnosci tego projektu, brak informacji chromosomalnych, a takze
istniejgce scaffoldy o kroétkiej dlugosci doprowadzity do pewnych ograniczen w badaniach
genomicznych norek. Wstepny projekt ztozenia genomu zostal wygenerowany przy uzyciu 2
884 047 dlugich odczytoéw. Integracja danych doprowadzita do powstania zespotu ze 183
scaffoldow 1 scaffoldem o wielkosci 220 Mb. Zlozenie genomu norki amerykanskiej
(ASM_NN_ V1) miato dlugos¢ 2,68 Gb, w ktorym okoto 98,6% catego genomu byto pokryte

przez 15 chromosomow. W sumie 25 377 gendw zostato przewidzianych w genomie norki
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amerykanskiej przy uzyciu NCBI Eukaryotic Genome Annotation Pipeline. W stosunku do
wczesniejszych prob uzyskano postep w postaci cigglo$ci genomu w poréwnaniu z pierwszym
projektem ztozenia genomu norki (NNQGG.v01) (Karimi i wsp., 2022).

Struktury genetyczne norek hodowlanych i dzikich byly analizowane z wykorzystaniem
danych pochodzacych z r6éznych markerow molekularnych, w tym markeréw
mikrosatelitarnych, mitochondrialnego DNA oraz polimorfizméw pojedynczego nukleotydu
(SNP). Loci mikrosatelitarne zostaty wykorzystane do analizy struktur genetycznych dziko
zyjacych norek amerykanskich w Japonii (Yukari i wsp., 2010; Hu 1 wsp., 2023), Szwecji
(Zalewski 1 wsp., 2016) 1 Hiszpanii (Lecis i wsp., 2008). Informacje z mitochondrialnego DNA
i 11 loci mikrosatelitarnych wykorzystano do zrozumienia struktury genetycznej norki
amerykanskiej wprowadzonej do potudniowego Chile (Mora i wsp., 2018).

Genotypy uzyskane ze 194 SNP, wygenerowane metoda sekwencjonowania DNA
zwigzanego z miejscem restrykcyjnym, wykorzystano do zbadania struktury genetycznej
populacji norek hodowlanych i zdziczatych norek amerykanskich w Polsce i Danii (Thirstrup i
wsp., 2015). Podobnym problemem zajmowata si¢ Horecka (2015, 2019). Przeprowadzita
analize zréznicowania genetycznego trzech populacji norki, w tym hodowlanej, zdziczatej z
Polski oraz dzikiej z terenu Ameryki Péinocnej. Uzyskane przez nig wyniki dotyczace
sekwencji mikrosatelitarnych nie wykazaty znaczacych roéznic w poziomie zrdznicowania
genetycznego pomig¢dzy badanymi populacjami. Stwierdzila jednak istnienie dwoch
subpopulacji wywodzacych si¢ z odrgbnych Zrodet genetycznych. W swojej pracy podstawie
analizy dwoch genow jadrowych, nie znalazta w przypadku genu LYST Zadnych réznic
pomigdzy populacjami. Natomiast stwierdzita dwie mutacje typu SNP w pierwszym eksonie
genu TYR. Na podstawie polimorfizmu genoéw zlokalizowanych w mtDNA (CYTB, COI, COIl,
ND4, ATP6) stwierdzita najwicksza zmienno$¢ w obrebie populacji dzikiej
péinocnoamerykanskiej, a najnizsza w populacji zdziczatych norek z Polski.

Karimi 1 wsp. (2020) wykorzystujac sekwencjonowanie GBS do genotypowania norek
amerykanskich z terenu Kanady uzyskat dane zawierajace 13 321 SNP obecnych na 46
rusztowaniach od 285 czarno umaszczonych norek. W kolejnej pracy Karimi i wsp., (2021b)
badajac strukture genetyczng norki amerykanskiej w Kanadzie za pomoca sekwencjonowania
catego genomu (WGS) na 51 rusztowaniach od 100 norek hodowlanych stwierdzit 100 000
SNP.

Dostepnos¢ wysokiej jakosci genomu jest nie tylko niezbgdna do rozwoju badan
genomicznych nad norkami amerykanskimi, ale takze bylaby cennym zasobem dla genomiki

poréwnawczej 1 badan ewolucyjnych ssakow migsozernych. Norki amerykanskie mogtyby by¢
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wykorzystywane jako model zwierzecy do badania choréb wspdlnych dla ludzi i norek, takich
jak ghuchota, zespotu Chediak-Higashi, a takze podatnosci na koronawirusa (Karimi i wsp.,

2022).
1.10. Wybrane geny odpowiadajgce za procesy odpornosciowe

Badanie Karimi i wsp. (2021a) dostarczyto pierwszej mapy potencjalnych markerow
selekcyjnych odpowiedzi na zakazenie AMDV u norki amerykanskiej, a takze nowych
informacji na temat regionow genomu kontrolujacych fenotypy podatnosci na chorobg aleucka.
Wykryli oni 63 geny powigzane z odpowiedzig immunologiczng, proliferacja komorek watroby
1 cechami zwigzanymi z rozrodem. Wykorzystujac test hapFLK (test roznicujacy populacje
oparty na haplotypach) w celu wykrycia molekularnych sygnatur selekcji wskazali oni dwa
regiony zawierajace pi¢¢ genow kandydujacych zwigzanych z odpowiedzig immunologiczna,
interakcja wirus-gospodarz, reprodukcja, regeneracja watroby, z rozwojem serca i nerek, ktore
moga by¢ zwigzane z objawami klinicznymi spowodowanymi przez AD w tych tkankach.
Wiele z tych gendw kandydujacych byto zwiazanych z reakcja na stres oraz regulacja uktadu
nerwowego, co moze wskazywac¢ na istotng role odpowiedzi na dziatanie wirusa podczas
rozwoju choroby aleuckiej. Uzyskane przez Karimi i wsp. (2021a) wyniki sugeruja, ze pigé
kluczowych genoéw, RNF165, LOXHDI, SRSF5, SLC10A1 i SKOR2, byto wspolnych dla tych
sugestywnych regionow bedacych kandydatami do selekcji norek tolerujacych wirusa AMD i
moga bra¢ udziat w krytycznych reakcjach organizmu na zakazenie AMDV. Adnotacja
funkcjonalna potwierdzita zwigzek fenotypéw AD z regionami genomowymi wykrytymi w
tych badaniach. Wykrycie wielu loci poddawanych selekcji pod katem zakazenia AMDV
wykazalo, ze selekcja genomowa moze by¢ stosowana jako wykonalne podej$cie do
kontrolowania tej choroby, tj. selekcji zwierzat. Wedltug Karimi 1 wsp. (2021a) fenotyp
przezycia zostal uznany za najlepszg miar¢ ujawniania genomowych sygnatur selekcji w
odpowiedzi na zakazenie AMDV. Jednak w programach selekcji genomowej zwierzat w celu
zwigkszenia tolerancji na AD na fermach norek powinno uwzglednia¢ si¢ miano przeciwcial

(ELISA).

Sposrdd pigciu kluczowych genow, okreslonych przez Karimi 1 wsp. (2021a) jako
prognostyczne wskazniki odpowiedzi immunologicznej norek na obecno$¢ wirusa AMD
(SRSF5, RNF165, SKOR2, SLC1041 1 LOXHDI) do badan wtasnych wybrano trzy - SRSFS,
RNF'165 1 SKOR2. Sa to geny zaangazowane w krytyczne reakcje na infekcje AMDYV, takie jak

odpowiedz immunologiczna, interakcje wirus-gospodarz, procesy reprodukcyjne i regeneracja
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watroby. Geny te odgrywaja istotng role w odpowiedzi na infekcje wirusem AMDYV, w tym w
reakcjach immunologicznych, interakcjach miedzy wirusem a gospodarzem, procesach
reprodukcyjnych oraz regeneracji watroby. Biatka kodowane przez te geny sg zaangazowane
m.in. w procesy splicingu RNA oraz rozw6j watroby (gen SRSFJ), pelia role ligazy
ubikwitynowej (gen RNF165), co moze wptywaé na degradacje biatek wirusowych, a takze
dziatajg jako korepresory transkrypcyjne, regulujace szlaki sygnatowe zwigzane z uktadem
odpornosciowym (gen SKOR?2). Wedlug Breiga i Baklouti (2013) gen SRSF5 bierze rowniez
udziat w roznicowaniu erytrocytow, a u norek zakazonych wirusem AMDYV, jak podaja
Kowalczyk i wsp. (2018), obserwuje si¢ anemi¢. Ponadto zgodnie z badaniami Liu i wsp. (2016)
gen SKOR?2 zwigzany jest z nieplodnoscig samic myszy, co mozna powigzaé z faktem, iz
wedtug Kowalczyka 1 wsp. (2018) podczas infekcji AMDV na fermach norek obserwuje si¢

obnizong plenno$¢ zwierzat i czgste ronienia.

1.10.1. Gen SRSF5

Gen SRSF'5 (Serine/Arginine-rich splicing factor 5) koduje biatko nalezace do rodziny
SR, ktére regulujac alternatywne taczenie eksondw i introndéw, petnig kluczowa role w splicingu
RNA. Jako czynnik transkrypcyjny wplywa ono na procesy takie jak cykl komoérkowy i
odpowiedz na stres komorkowy. W przypadku Neogale vison, SRSF5 ma istotne znaczenie w
regulacji ekspresji genow, w tym mechanizmach majacych na celu rozwdj 1 adaptacje
organizmu (Ensembl, 2024a). Gen SRSF5 jest jednym z kluczowych czynnikéw
zaangazowanych w proces splicingu RNA, ktory umozliwia modyfikacje mRNA po
transkrypcji. W organizmach takich jak Neogale vison (norka amerykanska), produkt genu
SRSF5 pelni istotng role w regulacji alternatywnego splicingu, co ma wplyw na rézne procesy
komorkowe, w tym odpowiedz na stres 1 rozwoj tkanek (Ensembl, 2024b).

Gen SRSFS5 odpowiada za rozwdj] watroby oraz ma zwigzek z klinicznymi objawami
wywotywanymi przez AD w tkankach tego narzadu. Produkt genu SRSF5 zostal
zidentyfikowany jako biatko indukowane insuling podczas procesu regeneracji watroby.
(Karimi 1 wsp., 2021a). SRSF'5 koduje biatko nalezace do rodziny SR, czyli biatek bogatych w
seryn¢ 1 argining. Pelni ono funkcje kluczowego czynnika splicingowego pre-mRNA (Breig 1
Baklouti, 2013). SRSF5 jest znany jako gtowny regulator splicingu mRNA ludzkiego wirusa
niedoboru odpornosci typu 1 (HIV-1) (Caputi 1 wsp., 2004) oraz promuje translacje
niesplicingowego RNA wirusa (Swanson i wsp., 2010).

Gen SRSF'5 u norki amerykanskiej (Neogale vison) znajduje si¢ na chromosomie 13., w
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regionie obejmujacym odcinek od 31,644,412 do 31,649,928 par zasad (Genome Data Viewer,
2024a). Rycina 1. przedstawia ideogram kariotypu norki amerykanskiej, z zaznaczeniem
zielong ramka chromosomu 13, na ktorym zlokalizowany jest gen SRSF5. Ideogram obrazuje
uktad 1 rozmiary chromosomoéw w zestawie haploidalnym, w tym chromosomy autosomalne

(od 1 do 14), allosom (chromosom X) oraz MT, czyli mitochondrialny DNA (mtDNA).
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Ryec. 1. Ideogram kariotypu norki amerykanskiej (Neogale vison) z zaznaczeniem chromosomu 13, na
ktorym znajduje si¢ gen SRSF5

Na rycinie 2. przedstawiono uzyskany w aplikacji Genome Data Viewer uktad
transkryptow genu SRSF5 u norki amerykanskiej (Neogale vison), zlokalizowanych na
chromosomie 13 w regionie od 31644412 do 31649928 par zasad. Zielony pasek u gory
obrazuje calkowity zakres genu SRSF5 na chromosomie, natomiast kolorowe strzatki
reprezentujg poszczegolne warianty transkryptow (oznaczone jako XP_ 9440822 x), wskazujac
na istnienie alternatywnego splicingu. Obserwowane réznice w dlugosci i liczbie eksonow
migdzy transkryptami moga sugerowac¢ potencjalne zréznicowanie funkcjonalne wariantow
mRNA, co moze prowadzi¢ do powstawania réznych izoform biatkowych. Informacje
przedstawione na platformie Genome Data Viewer sugeruja, ze gen SRSF5 moze petnié
zrdéznicowane funkcje w zaleznos$ci od rodzaju powstatego transkryptu, co moze by¢ istotne dla

badan nad jego rola w procesach biologicznych.
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Ryec. 2. Uktad transkryptow genu SRSF5 na chromosomie 13 u norki amerykanskiej (Neogale vison) (Genome Data Viewer, 2024a). Zielony pasek u gory -
calkowity zakres genu SRSF5 na chromosomie, strzatki reprezentuja poszczegolne warianty transkryptéw (oznaczone jako XP 9440822 .x).
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Ryec. 3. Uktad transkryptow genu RNF165 na chromosomie 3 u norki amerykanskiej (Neogale vison) (Genome Data Viewer, 2024b). RNF'165 (zielony pasek)
oznacza gtéwny transkrypt kodujacy biatko, XM_044244389.1 (fioletowy pasek) - alternatywny transkrypt, XP_9441003241 czerwony pasek - kolejny
alternatywny transkrypt.
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Ryec. 4. Uktad transkryptéw genu SKOR2 na chromosomie 3 u norki amerykanskiej (Neogale vison). (Genome Data Viewer, 2024c). SKOR2 (zielony pasek)
oznacza gtéwny transkrypt kodujacy biatko, XM_044240987.1 (fioletowy pasek) - alternatywny transkrypt, XP_044096922.1 (czerwony pasek) - kolejny
alternatywny transkrypt.
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1.10.2. Gen RNF165 (ARK2C)

Gen RNF165 (RING Finger Protein 165), wystepujacy takze pod nazwa ARK2C,
poprzez swoja aktywnos¢ jako ligaza ubikwitynowa, moze wptywaé na degradacj¢ bialek
wirusowych (Karimi i wsp., 2021a). Gen RNF165 wraz z genem SKOR2, oprocz udzialu w
odpowiedzi immunologicznej, pelnig funkcje zwigzane z reakcjg na bodzce. Gen RNF165
bierze udzial w epigenetycznym programowaniu fenotypow komorek T (limfocytow T) na
wczesnych etapach rozwoju cztowieka (Martino 1 wsp., 2012).

Na podstawie analizy danych genomowych oraz wizualizacji przeprowadzonej za
pomoca narzgdzia Genome Data Viewer ustalono, ze gen RNF165 zlokalizowany jest na
chromosomie 3. w genomie norki amerykanskiej (Neogale vison). Zgodnie z zalagczonym na

rycinie 5. ideogramem kariotypu norki pozycja genu RNFI165 zostala jednoznacznie

zlokalizowana na chromosomie 3.
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Ryc. 5. Ideogram kariotypu norki amerykanskiej (Neogale vison) z zaznaczeniem zielong ramka

chromosomu 3, na ktérym zlokalizowany jest gen RNF165.

Gen RNF'165 jest zlokalizowany w regionie chromosomu obejmujacym pozycje od
150694340 do 150759578 par zasad (bp). Na rycinie 3. zaprezentowano trzy transkrypty
zwigzane z genem RNF165:

e RNF165 (zielony pasek) oznacza gtowny transkrypt kodujacy biatko.
o XM 044244389.1 (fioletowy pasek) - alternatywny transkrypt, ktory moze wskazywac
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na rézne formy splicingu mRNA.
e XP 9441003241 (czerwony pasek) - kolejny alternatywny transkrypt, ktory sugeruje

istnienie roznorodnosci w ekspresji tego genu.

Kazdy z transkryptow jest przedstawiony jako liniowy segment z oznaczonymi
kierunkami transkrypcji (strzatki). Potozenie 1 dlugo$¢ poszczegolnych transkryptow wskazuja
na zlozong strukture genu, ktéra obejmuje wiele egzondow i intronow. Na rycinie 3. widoczne
sa réwniez regiony niekodujgce oraz obszary, ktore moga odpowiadaé¢ ré6znym wariantom
transkryptow. Obecno$¢ roznych transkryptow sugeruje, iz gen RNFI165 moze ulegaé
alternatywnemu splicingowi, co pozwala na wytworzenie réznych izoform biatka w zaleznosci
od potrzeb komorki. Taka réznorodno$¢ w ekspresji gendéw moze by¢ zwigzana z réznymi
funkcjami biatka w roéznych typach komoérek lub w réznych warunkach $rodowiskowych.
Doktadne zrozumienie struktury i lokalizacji genu RNF165 na chromosomie 3. jest kluczowe

dla badan nad jego funkcja i regulacja.

1.10.3. Gen SKOR?2

Gen SKOR?2 koduje biatko nalezace do rodziny biatek SKI, ktore sa znane jako jeden z
gléwnych negatywnych regulatorow szlaku sygnatowego transformujacego czynnik wzrostu-f§
(TGF-B, transforming growth factor B). Wykazano, ze utrata sygnalizacji TGF-f byla
powiazana ze stanami zapalnymi i chorobami autoimmunologicznymi (Karimi 1 wsp., 2021a),
co jest zgodne z naturg choroby aleuckiej jako zaburzenia uktadu odpornosciowego
wywolanym przez wirusy. Gen SKOR?2 bierze udziat w odpowiedzi immunologicznej oraz
reakcji na bodzce (Martino i wsp., 2012). Ponadto, zgodnie z badaniami Liu i wsp. (2016) gen
SKOR? byl zwigzany z nieptodnos$cig samic myszy z hodowli wsobnych (Liu i wsp., 2016 ).

Gen SKOR2? u norki amerykanskiej (Neogale vison) zostal zlokalizowany na
chromosomie 3, co przedstawiono na rycinie 6. Zajmuje on locus w zakresie od 150109668 do
150143701 bp (Genome Data Viewer, 2024c) , co precyzyjnie okresla jego potozenie w
genomie tego gatunku. Na rycinie 4. zaprezentowano trzy transkrypty zwigzane z badanym
genem:

e SKOR? (zielony pasek) oznacza glowny transkrypt kodujacy biatko,

e XM 044240987.1 (fioletowy pasek) - alternatywny transkrypt, ktéry moze wskazywac
na rézne formy splicingu mRNA (pochodzacego z anotowanego transkryptu
przewidywanego na podstawie analizy sekwencji genomowych. Transkrypt nie zostat

potwierdzony eksperymentalnie, lecz przewidziany na podstawie algorytmow
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bioinformatycznych).

o XP 044096922.1 (czerwony pasek) - kolejny alternatywny transkrypt, ktory sugeruje

istnienie roznorodnosci w ekspresji tego genu (przewidywana sekwencja biatka

kodowana przez transkrypt).
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Ryec. 6. Ideogram kariotypu norki amerykanskiej (Neogale vison) z zaznaczeniem chromosomu 3, na
ktérym znajduje si¢ gen SKOR?2
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2. Cel i hipotezy badawcze

Znalezienie zrédet zmiennos$ci genetycznej w obrebie genow majacych wplyw na
rozw0j odpowiedzi immunologicznej oraz zbadanie relacji filogenetycznych pomig¢dzy
osobnikami na podstawie uzyskanych fragmentow genéw a wariantami dostgpnymi w
bioinformatycznych bazach danych byto celem niniejszej dysertacji. Podj¢to tez probe
odpowiedzi na pytanie, czy istnieje mozliwos¢ prowadzenia selekcji w kierunku uzyskania
zwierzat odpornych. Jest to problem tym bardziej istotny, gdyz wirusy infekujace norki, w tym
AMDYV, cechuja si¢ wysoka czestotliwoscia mutacji oraz duzymi zdolno$ciami
rekombinacyjnymi, co jest przyczyng szybkiej adaptacji do nowych warunkéw a obecnos¢
genow odpornosci dawataby mozliwo$¢ prowadzenia skutecznego typowania zwierzat
nadajacych si¢ do dalszej hodowli, a co za tym idzie zwalczania i zaawansowanej profilaktyki
choréb zakaznych.

Karimi i wsp. (2021a) zidentyfikowali geny, ktore moga petni¢ role prognostycznych
wskaznikow odpowiedzi immunologicznej norek na obecno$¢ wirusa AMD. Sposrod pigeiu
kluczowych gendéw (SRSF5, RNF165, SKOR2, SLC1041 1 LOXHDI) wytypowanych przez
Karimiego i wsp. (2021a) jako geny zaangazowane w krytyczne reakcje na infekcje AMDYV,
takie jak odpowiedz immunologiczna, interakcje wirus-gospodarz, procesy reprodukcyjne i
regeneracja watroby, wytypowano trzy do badan: SRSF5, RNF165 1 SKOR2. Biatka kodowane
przez badane geny sa odpowiedzialne migdzy innymi za uczestnictwo w procesach splicingu
RNA oraz rozwoju watroby (gen SRSFJ5), pelienie funkcji ligazy ubikwitynowej , co moze
wptywacé na degradacje biatek wirusowych (gen RNF165), a takze spetnianie roli korepresora
transkrypcyjnego, regulujacego szlaki sygnatowe odpowiedzialne za uktad odpornosciowy
(gen SKOR?2). Wedhug Breig 1 Baklouti (2013) gen SRSF'5 bierze udziat takze w r6znicowaniu
erytrocytow a podczas infekcji AMDV obserwowana jest anemia u norek. Ponadto zgodnie z
badaniami Liu 1 wsp. (2016) gen SKOR?2 zwigzany jest z nieptodno$cig samic myszy, co mozna
powiaza¢ z faktem, iz wedlug Kowalczyka 1 wsp. (2018) podczas infekcji AMDYV na fermach
norek obserwuje si¢ obnizong plennos$¢ zwierzat i czgste ronienia.

Analiza polimorfizmu gendéw SRSF5, RNF165 1 SKOR2 pozwoli na ocen¢ odpowiedzi
immunologicznej norek. Do badan wybrano material biologiczny pochodzacy od norek
wykazujacych objawy choroby aleuckiej, poniewaz mimo znacznego wplywu tej choroby na
zdrowie 1 dobrostan norek, nadal nie opracowano skutecznej strategii profilaktycznej. Brak
efektywnej szczepionki przeciwko zakazeniom wywotywanym przez wirusa choroby aleuckiej

(Aleutian Mink Disease Virus, AMDYV), wskazuje na pilng potrzebe opracowania nowych
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strategii zapobiegania i kontroli tej choroby. Szczegélne znaczenie w tym kontek$cie ma
identyfikacja genetycznych markeréw zwigzanych z odpornoscia, ktéore moga stanowic
podstawe dla precyzyjnych metod selekcji hodowlane;.

Material genetyczny pochodzit od zwierzat nalezacych do dwoéch grup: pierwsza
stanowily zwierze¢ta hodowlane, u ktérych zaobserwowano typowe objawy choroby aleuckiej
tj. powigkszenie $ledziony, gammablobulinemia, czarny smolisty kal, §redniag liczbe kopii
wirusa na poziomie 1,78E+08, druga zwierzeta dziko zyjace bez terminalnych objawow
choroby aleuckiej o $redniej liczbie kopii wirusa o pi¢¢ rzgdow mniejszej, czyli 5,43E+03.
Zjadliwo$¢ w hodowli fermowej powodowala $miertelno$¢ rzedu 1% mtodych zwierzat
dziennie. Pomimo stwierdzenia obecnosci wirusa wsrod odlowionych do badan zwierzat
dzikich populacja wydaje si¢ stabilna, czyli istnieje mechanizm dostosowujacy zwierzeta do
panujacych warunkéw srodowiskowych. Z poziomem pewnej odporno$ci na wirusa wiacznie.

W zwigzku z powyzszym, celem pracy byla charakterystyka molekularna badanych
norek (pochodzacych z grupy hodowlanych i dziko zyjacych) oraz analiza korelacji pomigdzy
obecnoscig polimorfizmoéw molekularnych w obrebie genow SRSF5, RNF165 1 SKOR2 norek

amerykanskich (Neogale vison) a poziomem ich odpornosci wobec choroby aleuckiej norek.

Hipoteza nadrzedng bylo zatozenie, ze wérdd badanych zwierzat znajduja si¢ osobniki, u
ktérych wystepuja polimorfizmy molekularne, ktére predysponuja je do odpornosci na choroby
wirusowe. W celu weryfikacji tej hipotezy podjete beda nastepujace dziatania:

e zsekwencjonowanie wybranych genow potencjalnie odpowiadajacych za odpornos¢ w
kierunku chorob wirusowych, co pozwoli na okreslenie polimorfizmu,
e okreslenie relacji filogenetycznych w pordwnaniu z wariantami dostgpnymi w

bioinformatycznych bazach danych.

W pracy podjeto weryfikacje nastepujacych hipotez badawczych:

Polimorfizmy sekwencji DNA wystepuja zard6wno u w norek hodowlanych, jak i dziko

zyjacych.

e Populacje norek hodowlanych i1 dziko zyjacych roznig si¢ pod wzgledem stopnia
polimorfizmu genetycznego.

e Wystepuje zrdéznicowanie nukleotydowe w obrgbie wybranych eksondéw trzech
badanych genow (SRSF5, RNF165, SKOR2) pomiedzy poszczegdlnymi osobnikami.

e Istnieje zroznicowanie wynikow pomiedzy sekwencjonowaniem wysokoprzepustowym

(NGS) a sekwencjonowaniem metodg Sangera w zakresie analizowanych genow.
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Wystepujace polimorfizmy genetyczne wplywaja na efekt funkcjonalny kodowanych
biatek, prowadzac do potencjalnych zmian w ich strukturze lub funkcji.

Mutacje zidentyfikowane w genach SKOR2, SRSF5 oraz RNF165 moga by¢ zwigzane
z podwyzszong odpornos$cia lub zwigkszong podatnoscia norek na zakazenie wirusem

choroby aleuckiej norek (AMDYV).

W celu weryfikacji postawionych hipotez sformutowano szczegdtowe cele badawcze:

zaprojektowanie starteroOw flankujacych geny SRSF5, RNF165 oraz SCOR?2,
optymalizacja metody PCR pozwalajacej na detekcje gendw odpornosci u norek
wytypowanych do badan,

przygotowanie charakterystyki molekularnej genow SRSF5, RNF165 oraz SCOR2 u
norek hodowlanych i dzikich,

identyfikacja miejsc polimorficznych réznicujacych norki od innych gatunkéw
nalezacych do rodziny tasicowatych

identyfikacja miejsc polimorficznych réznicujacych badane norki od sekwencji
referencyjnych genéw SRSF5, RNF165 oraz SCOR2

okreslenie relacji filogenetycznych pomigdzy osobnikami nalezagcymi do grupy norek
hodowlanych i dziko Zyjacych na podstawie sekwencji

okreslenie wpltywu poszczegdlnych substytucji na efekt funkcjonalny biatek
kodowanych przez geny SRSF5, RNF165 oraz SKOR?2.
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3. Material i metody

Wszystkie badania byly prowadzone za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw
Doswiadczen na Zwierzgtach przy Uniwersytecie Przyrodniczym w Lublinie (numer uchwaty

—83/2009 oraz 55/2021).

3.1. Material biologiczny

Zwierzeta wykorzystane do badan pochodzily z dwoch grup doswiadczalnych. Pierwsza
stanowily padte norki z fermy zlokalizowanej si¢ na terenie Lotwy, za§ druga dziko zyjace
odlowione na terytorium Polski.

W pierwszej grupie doswiadczalnej materialem biologicznym byly fragmenty tkanki
$ledziony, pobrane post mortem od 50 osobnikdw pochodzacych z fermy, ktéra zostata wybrana
na podstawie okreslonych kryteriow. Wytypowana ferma charakteryzowata si¢ wysoka
$miertelnoscig osobnikow dorostych, niska $rednig liczba urodzen oraz zwigkszona
$miertelnoscig podczas okresu odchowu. Catkowita obsada fermy stanowita80 000 samic stada
podstawowego. Ponadto obserwowano dos¢ wysoki odsetek samic, ktore nie zostaly pokryte,
zostaty prawidtowo pokryte, lecz nie wykocity sie, jak réwniez samic ronigcych. Wystepowata
réwniez wysoka $miertelno$¢ noworodkow oraz niska $rednia liczba odchowanych szczeniat.

W doborze zwierzat hodowlanych do badan uwzgledniono wylacznie norki, u ktérych
metoda serologiczng, przy uzyciu immunoelektroforezy przeciwpradowej (CIEP), wykryto
obecnos¢ swoistych przeciwciat przeciwko wirusowi AMDV. Tkanki padlych zwierzat, w
wieku od 35 do 50 dni, zostaly dostarczone do laboratorium, gdzie pobrano wycinki §ledziony
w celu dalszego potwierdzenia obecnosci infekcji wirusem AMDYV. Material biologiczny
pochodzit od 20 samic i 30 samcow, reprezentujacych trzy odmiany barwne: Brown, Silver oraz
Pearl (Tab.1). Pobrane fragmenty Sledziony wykorzystano do izolacji DNA zaréwno zwierzat
jak 1 wystepujacego u nich patogenu w postaci wirusa AMDYV, z zastosowaniem zestawu
QIAMP DNA Mini Kit (Qiagen, Niemcy). Dodatkowo, obecnos$¢ genomowego DNA wirusa
AMDV w tkankach badanych norek potwierdzono metoda PCR (Polymerase Chain Reaction)
wykorzystujac startery specyficzne dla regionow w genomie wirusa kodujacych biatko

niestrukturalne NS1 (Non-structural protein 1) oraz biatko kapsydu VP2 (Viral protein 2).
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Tabela 1. Charakterystyka norek hodowlanych uwzgledniajaca wiek, odmiane barwng oraz pteé
badanych osobnikow.

Lp. | Wiek [dni] %2?/:/?12& Ple¢ | Lp. | Wiek [dni] %daf‘v'v?:;a Ple¢
1 36 Brown 4 |26 35 Brown Q
2 38 Silver Q |27 41 Brown Q
3 39 Brown 3 |28 47 Pearl 4
4 37 Silver Q 129 44 Brown 3
5 40 Silver d 130 41 Pearl Q
6 47 Silver 4 131 38 Brown 3
7 42 Brown 34 132 35 Pearl 4
8 44 Brown Q 133 39 Brown 34
9 40 Brown 3 134 34 Brown 4
10 46 Brown 4 135 42 Brown 3
11 41 Pearl d |36 43 Brown Q
12 47 Brown 4 137 40 Brown 3
13 40 Brown Q |38 35 Brown 3
14 42 Pearl d 139 45 Brown Q
15 43 Brown d 140 43 Brown 4
16 46 Brown Q |41 42 Brown 4
17 44 Brown Q |42 41 Brown 3
18 41 Brown d |43 44 Brown Q
19 45 Brown 3 |44 44 Brown 4
20 50 Brown Q |45 41 Brown Q
21 42 Brown 3 |46 40 Brown 3
22 39 Brown Q |47 45 Brown 3
23 34 Brown Q 148 43 Brown Q
24 45 Brown d 149 37 Brown Q
25 40 Brown @ |50 46 Brown Q

Druga grupg badawcza stanowity dzikie norki, w liczbie 20 osobnikow (w tym 6 samic
1 14 samcow), odlowione na terenie Biebrzanskiego Parku Narodowego w latach 2018 — 2019
(Tabela 2.). Wszystkie zwierzeta pochodzity z terytorium Polski 1 cechowaly si¢ jednolita,
bragzowa barwa okrywy wtosowej, charakterystyczng dla fenotypu odmiany standard w typie
»scanbrown”. Materialem biologicznym pobranym do badan od norek dzikich byly réwniez
tkanki migkkie w postaci $ledziony. Wybor tego narzadu wynikat z faktu, Ze tylko taki rodzaj
tkanki byl odpowiedni do identyfikacji obecnosci wirusa AMD. W kontek$cie diagnostyki
wirusa AMDYV, najlepiej nadajagcym si¢ materiatem sg probki krwi pobrane przyzyciowo oraz
wezty chlonne przygardtowe 1 $ledziona, ktére mozna pozyskaé wytacznie post mortem. Z
powodu ograniczen zwigzanych z odtowem dzikich osobnikow, nie byto mozliwos$ci pobrania
krwi obwodowej, co wykluczylo wykonanie badan serologicznych przy uzyciu testu CIEP. W

zwigzku z tym do analizy wykorzystano tkanke $ledziony. Obecnos¢ wirusa AMDV zostala
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potwierdzona metoda PCR, z zastosowaniem starteréw dla biatek NS1 1 VP2.

Tabela 2. Charakterystyka dzikich norek odlowionych w Biebrzanskim Parku Narodowym w latach

2018-2019, z uwzglednieniem koloru umaszczenia, ptci, masy ciala oraz dlugosci ciata.

Lp. Rok odlowu Kolor Ple¢ Masa ciala [g] Dlugos¢ ciala [cm]
1 2019 Brown Q 619 34,0
2 2019 Brown 4 993 40,5
3 2019 Brown 4 816 39,0
4 2019 Brown 4 1191 42,0
5 2019 Brown 4 1141 40,0
6 2019 Brown 3 636 37,0
7 2019 Brown 4 832 38,0
8 2019 Brown 3 937 43,0
9 2018 Brown Q 813 37,0
10 2018 Brown Q 993 41,0
11 2018 Brown Q 595 33,0
12 2018 Brown 4 1222 41,0
13 2018 Brown 3 910 39,5
14 2018 Brown 3 930 38,0
15 2018 Brown 3 800 39,0
16 2018 Brown Q 746 33,0
17 2018 Brown Q 621 33,0
18 2018 Brown 4 972 41,0
19 2018 Brown 3 945 38,5
20 2018 Brown 3 1383 40,5

3.2. Diagnostyka serologiczna AMDYV za pomoc3g testu CIEP

W badanym stadzie hodowlanym aleucka norek jest rutynowo diagnozowana metodami
serologicznymi. Materiat biologiczny do takiej diagnostyki stanowig probki krwi pobierane
przyzyciowo od norek z fermy z widocznymi objawami AMD. Pobieranie krwi odbywa si¢ do
kapilar z nacigtego pazura, po uprzednim miejscowym znieczuleniu za pomoca 2% lignokainy.
Badanie serologiczne przeprowadzono na fermie u osobnikdéw dorostych przy uzyciu testu
CIEP, ktory jest rutynowo stosowany w diagnostyce choroby aleuckiej norek. Jednak z uwagi
na fakt, iz zwierzeta, ktore zostaty dostarczone do badan laboratoryjnych byly martwe (padly
w wieku od 34 do 50 dni), nie bylo mozliwosci pobrania krwi do badan serologicznych i
przeprowadzenia na tych konkretnych osobnikach. Dlatego tez obecno$¢ wirusa potwierdzono

z wykorzystaniem komercyjnego testu qPCR.
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3.3. Analizy molekularne

Materiat biologiczny do badan genetycznych zarowno norek hodowlanych, jak i dziko

zyjacych stanowity probki $ledziony pobrane post mortem dostarczone do badan w celu

stwierdzenia obecnoS$ci wirusa.

3.3.1. Izolacja materialu genetycznego

Izolacje z tkanek przeprowadzono przy uzyciu komercyjnego zestawu DNeasy Blood

and Tissue Kit (QIAGEN, Niemcy).

Etapy izolacji:

1.

Rozdrobnione 10mg tkanki przeniesiono do 1,5ml probdéwek typu Eppendorf, nastgpnie
dodano 180ul buforu ATL.

Dodano 20pul proteinazy K. Probki worteksowano i nastgpnie inkubowano w 56°C do
momentu kompletnej lizy tkanki. Podczas inkubacji probki od czasu do czasu
worteksowano, aby rozrzedzi¢ tkanke.

Probki worteksowano przez 15s, dodano 200ul buforu AL i ponownie worteksowano.
Nastegpnie dodano 200pl etanolu 1 wymieszano przez worteksowanie.

Przeniesiono za pomoca pipety automatycznej zawarto$¢ probowki z punktu trzeciego
na kolumneg DNeasy Mini spin umieszczong w probowce typu Eppendorf o pojemnosci
2ml. Probki zwirowano z predkoscig 8000rpm przez 1 minute.

Przeniesiono kolumny DNeasy Mini spin do nowych probdéwek o pojemnosci 2ml,
dodano 500ul buforu AW1 i wirowano probki z predkoscig 8000rpm przez 1 minute.
Przeniesiono kazdg kolumng DNeasy Mini spin do nowych probowek o pojemnosci 2ml,
dodano 500ul buforu AW2 i wirowano przez 3 minuty z predkoscig 14 000rpm, aby
wysuszy¢ membrang kolumny.

Kolumny DNeasy Mini spin przeniesiono do czystych probowek o pojemnosci 1,5ml 1
dodano za pomocg pipety automatycznej wprost na membrang kolumny 200ul buforu
AE. Inkubowano probki przez 1 minut¢ w temperaturze pokojowej a nastgpnie
zwirowano z predkoscig 8000rpm przez 1 minutg.

W celu zwigkszenia wydajnosci elucji powtdrzono czynnosci z punktu siddmego.
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3.3.2. Ocena elektroforetyczna wyizolowanego materialu genetycznego

W celu oceny jako$ci uzyskanego DNA wykonano elektroforeze w 1% zelu
agarozowym z uzyciem buforu 1x TBE stosujac state napigcie pradu elektrycznego 80V przez
1 godzing. Wizualizacje prob wykonano przy uzyciu bromku etydyny (EtBr), ktéry umozliwia
interkalacje DNA, a obserwacji dokonano w $wietle UV. Do archiwizacji obrazu zelu

wykorzystano program Scionlmage.

3.3.3. Potwierdzenie obecnos¢ wirusa AMDYV metoda PCR, z zastosowaniem starterow dla

bialek NS1 i VP2 wraz z ocena elektroforetyczna

Diagnostyke molekularng AMDV wykonano z uzyciem techniki tancuchowej reakcji
polimerazy (PCR) z zastosowaniem starterow dla fragmentow genéw kodujacych biatka VP2
oraz NS1 genomu wirusa AMDV.

Primery uzyte do reakcji PCR (Tabela 3) w celu amplifikacji genu kodujacego biatko
VP2 zostaty zapozyczone z pracy Costello i wsp. (1999), natomiast startery do amplifikacji
genu kodujacego biatko NS1 pochodza z pracy Canuti i wsp. (2016). Zaréwno norki hodowlane,
jak 1 dzikie, poddano szczegdtowej diagnostyce metodg PCR, wykorzystujac trzy pary starterow.
Dwie z tych par amplifikowaly dwa odrebne fragmenty genu kodujacego biatko VP2, okre§lone
jako RP2 i RP3, natomiast trzecia para stluzyla do amplifikacji fragmentu genu kodujacego
biatko NSI1. Reakcje te zostaly zoptymalizowane w trakcie badan wstgpnych. Do
przeprowadzenia reakcji PCR zastosowano zestaw AmpliTaq Gold 360 DNA Polymerase
(Applied Biosystems) w termocyklerze Labcycler (SensoQuest, Getynga, Niemcy). W kazdej
reakcji PCR wykorzystano 3 pl matrycowego DNA oraz 1U polimerazy Taq AmpliTaq Gold
360 DNA Polymerase (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific Incorporated, USA), w
buforze dostarczonym przez producenta. Reakcje PCR przeprowadzono w warunkach, gdzie
koncowe stezenie MgClz> wynosito 2,5 mM, stezenie kazdego dNTP 0,8 mM, a kazdego startera
1,2 mM, przy catkowitej objetosci proby reakcyjnej wynoszacej 25 pl.
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Tabela 3. Sekwencje starterow uzytych w reakcjach PCR do amplifikacji fragmentéw genow
kodujacych biatka VP2 i NS1, wraz z dlugoscia produktow PCR [pz], temperaturami przylaczania

starterow Tm [°C] i odniesieniem do badan, w ktorych po raz pierwszy zastosowano startery.

Dhugos¢
Nazwa Tm
F/R Sekwencja produktu Referencja
startera oC
[pz]
RP2 F  TCTAGAAGCAACGCTTGGGGTGTATG
(fragment R GTTGTGTCACTCCACTGTCT 802 58 Costello
biatka VP2) 1 wWsp.,
RP3 F  TCTAGATTGGGCCTACCTCCTCTCTG 1999
(fragment R ATACAGGACCAACGTTGTCT 681 58
biatka VP2)
F  KTTGGTTGCTTTACTCC Canuti i
NSI R RICTACTITTACATCACCAC >00 3 wep., 2016

Reakcj¢ PCR przeprowadzono w nastepujacych warunkach: denaturacja wstepna w
temperaturze 95 °C przez 10 minut, nast¢pnie 40 cykli sktadajacych si¢ z denaturacji w 95 °C
przez 45 sekund, przylaczania starterow w 54 °C przez 45 sekund oraz wydtuzania nici w 72 °C
przez 45 sekund. Na koncu wykonano wydtuzanie koncowe w 72 °C przez 10 minut (Tabela

4). Reakcje przeprowadzono w termocyklerze Labcycler (SensoQuest, Getynga, Niemcy).

Tabela 4. Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR.

Etap Temperatura Czas Liczba cykli
95°C 10 min 1
Denaturacja wstgpna
Denaturacja 95°C 45s
Wiazanie starterow 54°C 455 x40
Wydtuzanie nici 72°C 45s
Koncowe wydtuzanie 72°C 10 min 1
Przechowywanie 4°C

Obecnos¢ 1 specyficznos¢ produktow PCR oceniono za pomoca elektroforezy na 1%
zelu agarozowym przy napigciu 80 V w czasie 120 minut. Wizualizacja i dokumentacja zelu
zostaty wykonane w §wietle UV w obecnos$ci znacznika fluorescencyjnego w postaci bromku

etydyny (EtBr), przy uzyciu programu Scion Image.
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3.4. Ocena polimorfizmu pojedynczych nukleotydow (SNP) sekwencji genow

SRSF5, RNF165, SKOR?2

3.4.1. Projektowanie starterow do reakcji PCR za pomoca Primer Blast

Geny do badan, SRSF5, RNF1650raz SKOR2 zostaly wytypowane na podstawie
publikacji pt. ,,Detection of selection signatures for response to Aleutian mink disease virus
infection in American mink” autorstwa Karimi i wsp. z 2021 roku. Nast¢pnie w bazie informacji
genomowych Ensembl wyszukano je wedlug takich kryteriow jak nazwa genu i przynalezno$¢
gatunkowa. W ten sposob otrzymano pliki w formacie FASTA z wyr6znionymi eksonami, ktore
w kolejnym etapie postuzyly do zaprojektowania starterow.

Startery do reakcji PCR dla o$miu eksondéw genu SRSF5, osmiu eksondéw genu
RNF165 oraz siedmiu eksonow genu SKOR2 zostaly zaprojektowane z wykorzystaniem
platformy Primer Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). W trakcie
projektowania starterow uwzgledniono takie parametry jak rozmiar produktu PCR, temperatury
topnienia starterow (Tm) oraz maksymalng dopuszczalng réznice Tm. Wartosci tych
parametréw przedstawiono w Tabeli 5. Ponadto zwracano uwage by unikaé tworzenia struktur
drugorzedowych czy struktury spinki do wtosow. Dodatkowo, zwrécono uwage na
ograniczenie powtorzen di nukleotydow AT do maksymalnie 3 oraz unikanie tworzenia struktur

drugorzedowych, w tym struktury typu spinki do wiosow.

Tabela 5. Parametry uwzglednione podczas projektowania starteréw do reakcji PCR.

Parametr Wartos$¢/Zakres wartosci
Rozmiar produktu PCR 100-600 nukleotydow
Temperatura topnienia startera (Tm)

- minimalna 48°C

- maksymalna 60°C

Maksymalna roznica Tm 3°C

Zawartos¢ par GC 40-60%

Ilo$¢ powtorzen dinukleotydow AT <4 razy
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Sekwencje zaprojektowanych starterow dla poszczegdlnych eksonow genu SRSF5
zamieszczono w tabeli 6., natomiast dla genu RNFI65 w tabeli 7. oraz dla genu SKOR?2
w tabeli 8.

Tabela 6. Charakterystyka starterow stosowanych w reakcji PCR dla odmiu eksondéw genu SRSF5 z
uwzglednieniem dtugosci produktéw PCR [pz], temperatur topnienia [°C] oraz procentowej zawartosci

zasad GC [%].

ekls\lornu F/R Sekwencja Dlugoé?ppzll'oduktu ["Egll [Go/f]
F CATCCCGGGTACAGGTCTCC 57,9 65

: R ACGATCTGAACGGCCATGAA 33 51,8 50
F TGACCAGGCATTCTTCGGAC 53,8 55

2 R CCCTCCAACTAACAGCGAGG 33 55,9 60
F TCTTGACGTGGTTTTGGTGC 51,8 50

. R  GGCTCTGTTATCCACACAAGC 200 54,4 52
F AGCTGTCAGGTAGCTTGTGT 51,8 50

! R AGCAGCCATTCACGATCCAT 177 51,8 50
F  AATCTGCCCACAGTCGAACA 51,8 50

> R ACAAACCTGCCAGCTGACTC 1> 53,8 55
F TTCCTTTTCTTCGCGTGACA 49,7 45

6 R GGCTGTTAAGACCTTCAAAACAT 365 51,7 39
F TTGGAGGTGGAGGAACCTTG 53,8 55

7 R AGACCTGCTCCGTGACCTAC 400 55,9 60
F TTAGTTGGTGGGTTTGTAGCTC 53,0 45

; R  GCCCCCAGGGCAAGTTATTT 363 53,8 55
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Tabela 7. Charakterystyka starterow do reakcji PCR dla o$miu eksonéw genu RNFI65, z
uwzglednieniem dtugosci produktéw PCR [pz], temperatur topnienia [°C] oraz procentowej zawartosci

zasad GC [%)].

ekg;lu F/R Sekwencja p]:(l)l(ll%l(;(stcu E{ g} [Go/(():]
[pz]

F GGCTATCTCGTGCTTCCAGT 53,8 55

R GGGACCCAAATTCGCCAAAC 265 53,8 55

: F GCTTCCAGTGTTTGGCTCTG 53,8 55
R AGGGACCCAAATTCGCCAAA 2 51,8 50

F CTCCAGGTGCCCCTTTTCAA 451 53,8 55

R AGTAAAAGCTACCTCCCGCAC 54,4 52

5 F CTCTCCAGGTGCCCCTTTTC 451 55,9 60
R TAAAAGCTACCTCCCGCACAG 54,4 52

F AAGGTCTCAGCATCCTCACG 433 53,8 55

R CAGTAAAAGCTACCTCCCGCA 54,4 52

; F TGTAAGCTGTAGGCTCAGGC 300 53,8 55
R GCCTCCTGCATCATTCAACA 51,8 50

A F CTCTGAGTCTTGTGTCTGGGG 331 56,3 57
R GGAGGGGAGGACAGCATGAC 57,9 65

F ACTGACGAATCTCAGGGGTG 53,8 55

> R GGGCGTACCTCATAGCTCTC 220 55,9 60
F CCCTCCCTCCGTATTGTGTG 55,9 60

¢ R GGCTGACACACTAGCAGACT 203 53,8 55
F AGCTGCTCCAGGTAACGGAT 53,8 55

7 R ACAGAAGGAGCGGGTCTCTTA 7 54,4 52
. F GTGATAGCCAGTATCGCGCC 77 55,9 60
R GTTTGGCTGCAAGGGCTATG 53,8 55
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Tabela 8. Charakterystyka starterow stosowanych w reakcji PCR dla siedmiu eksonéw genu SKOR?2, z
uwzglednieniem dtugosci produktéw PCR [pz], temperatur topnienia [°C] oraz procentowej zawartosci

zasad GC [%].

ek:j)l;lu F/R Sekwencja p]::)l:l%l(;(stcu g (I:n] [G%C]
[pz]

F TTGGGGTTTTGATGACCAAC 49,7 45

R CGGTTGTGGATCTCGTTGTA 671 51,8 50

: F TCACCGTTGCTGCTACTACC 53,8 55
R TCTCCTCATCTTCCTCCTCCTC 29 56,7 55

F TGATGCTTCTTCCTGCTGACT 52,4 48

2 R TTGCTGTCGTCCTTTGTAGGT 140 52,4 48
F TCTGCCATCAGCCCTTGAAA 51,8 50

. R CTCCCCGGCATCTGACTATT 2! 53,8 55
F GCTCGGCGCTCAGCATAGAA 55,9 60

! R AGCTTAAAGTATGGCGTAGAACGA 327 54 42
F ATATGGACCATTGGGTGGAT 49,7 45

> R CCCATGGCATTTTACACAAGC 195 52,4 48
F TTCCCTTCCAACAGCCACAT 51,8 50

6 R GGACCAAAGAGTTTCACGGC 320 53,8 55
F GAAAAGCTTGGTGCCCATCTC 54,4 52

7 R CATGCCTGGGCATAACAAAGT 193 52,4 48

3.4.2. Optymalizacja reakcji lancuchowej polimerazy

Aby poprawi¢ wydajnos¢ amplifikacji materialu genetycznego, przeprowadzono
reakcje PCR w gradiencie stezen jonow magnezu. Jony te odgrywaja role kofaktora w reakcjach
PCR, stabilizujac wigzanie polimerazy z matrycg DNA oraz katalizujac przytaczanie ANTP-ow
do wydtuzajacego sie tanicucha DNA. Uwzgledniono trzy rozne stezenia jonéw Mg?*: 1,5mM;
2mM i 2,5mM. Najlepsza wydajnos¢ amplifikacji otrzymano dla st¢zenia 2,5mM.

Dos$wiadczalnie opracowano master mix, ktory pozwala na wydajng amplifikacje
materialu genetycznego norki (Tabela 9). Do sporzadzenia mixu wykorzystano zestaw
zawierajacy polimeraze Taq - AmpliTaq Gold 360 DNA Polymerase (Applied Biosystems™,
Thermo Fisher Scientific Incorporated, USA).
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Tabela 9. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR

Skiad Odczynnik Objetos¢ na 1 probe [ul]
a H20 wolna od nukleaz 14,7
Bufor 10 x PCR 2,43
Bufor G/C 1,13
_ Mg* 2,0
Mix < DTP 2,0
Polimeraza Taqg Gold 0,14
Starter F 0,3
_ Starter R 0,3
DNA Matryca 2,0

W celu optymalizacji profilu termicznego reakcji PCR przeprowadzono reakcje w
gradiencie temperatury 50-65°C dla etapu hybrydyzacji primerow (Tabela 10). Amplifikacje

przeprowadzono w termocyklerze Labcycler firmy SensoQuest.

Tabela 10. Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR

Etap Temperatura Czas Liczba cykli
Denaturacja wstepna 95°C 10 min 1
Denaturacja 95°C 30s
Wigzanie starterow * 45s 36
Wydtuzanie nici 72°C 60s
Koncowe wydhuzanie 72°C 10 min 1
Przechowywanie 4°C -

* - temperatury wigzania startero0w dobrane indywidualnie dla kazdego startera i eksonu w kazdym z badanych

genow
3.4.3. Ocena elektroforetyczna produktow PCR

W celu sprawdzenia dlugosci otrzymanych fragmentow DNA, produkty amplifikacji
poddano rozdziatowi elektroforetycznemu. Analiz¢ wykonano na Zelu agarozowym o st¢zeniu
2% w obecnosci buforu 1 x TBE oraz bromku etydyny (EtBr), wykorzystujac markery
wielkosci: DNA Marker 1 oraz DNA Marker 2 (A&A Biotechnology, Polska). Reakcje
prowadzono przy statym napigciu 80V w czasie 120 minut. Archiwizacje¢ zelu przeprowadzono

za pomocg programu Scionlmage.
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3.5. Reakcja sekwencjonowania materialu genetycznego

3.5.1. Oczyszczanie produktu PCR

Produkty reakcji PCR zostaty oczyszczone metodg enzymatyczng z niezwigzanych
starterow 1 dNTPOw zestawem EPPiC Fast (A&A Biotechnology). W celu oczyszczenia
produktu PCR do Splmieszaniny poreakcyjnej PCR dodano 1plmieszaniny EPPiC Fast
(zawierajacej dwa enzymy aktywnie hydrolizujace nukleotydy oraz startery, lecz nie usuwajace
grup 5’-fosforanowych). Wymieszano zawarto$¢przez pipetowanie i1 krotko zwirowano.
Nastepnie umieszczono mieszaniny reakcyjne w termocyklerze, gdzie inkubowano 5 minut w
temperaturze 37°C oraz 1 minut¢ w temperaturze 80°C w celu inaktywacji enzymu.
Oczyszczone produkty reakcji PCR zostaly wykorzystane do przeprowadzenia reakcji PCR

sekwencyjnego.
3.5.2. PCR sekwencyjny (asymetryczny)

Reakcj¢ przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu BigDye™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems™, Thermo Fisher Scientific Incorporated, USA) w
termocyklerze LabCycler (SensoQuest, Niemcy).

Objetos¢ koncowa proby reakcyjnej wynosita 10ul. Startery zostaly 20-krotnie
rozcienczone. Reakcje PCR asymetrycznego przeprowadzono z uzyciem starterOw o tej same;j
sekwencji co w PCR preparatywnym. Dla kazdej proby przeprowadzono reakcje oddzielnie ze
starterem F 1 R w celu zestawienia contigéw na etapie analiz bioinformatycznych. Sktad mixu
reakcyjnego PCR sekwencyjnego przedstawiono w tabeli 11. Reakcje przeprowadzono zgodnie

z profilem termicznym okreslonym w tabeli 12.

Tabela 11. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR sekwencyjnego

Objetosé
Odczynnik na 1 préobe
[ud]
Mix H,0 wolna od nukleaz 4,375
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit BigDye 0,25
BigDye® Terminator 5X Sequencing Buffer 0,875
BDX64 (BigDye® Bufor Wzmacniajagcy-MCLAB) 2
Starter F/R (20x rozcienczony) 1
Matryca 1,5
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Tabela 12.Profil temperaturowo-czasowy reakcji PCR sekwencyjnego

Etap Temperatura [°C] Czas Liczba cykli
96 3min 1
Denaturacja wstepna
Denaturacja 96 10s
Hybrydyzacja starterow 50 5s 30
Elongacja/wydtuzanie 60 2min

3.5.3. Oczyszczanie produktow PCR sekwencyjnego

Oczyszczanie produktéw asymetrycznego PCR przeprowadzono z wykorzystaniem
komercyjnego zestawu ExTerminator (A&A Biotechnology, Polska). Celem tego etapu prac
byto usunig¢cie nadmiaru niewbudowanych nukleotydow, zarowno dNTP jak i dANTP, a takze
niezwigzanych primeréw. Do mieszaniny reakcyjnej po PCR sekwencyjnym (10ul) dodano Sul
odczynnika Mix Blue oraz 100ul roztworu wigzaco-ptuczacego WP. Catos¢ wymieszano przez
pipetowanie i naniesiono na minikolumny. Nastepnie wirowano przez 30 sekund z predkos$cia
20 000 x g (14 000 obr./min). Naniesiono na minikolumny po 400ul roztworu wigzaco-
pluczacego WP 1 wirowano przez 2 minuty z predkosciga 20 000 x g (14 000 obr./min).
Minikolumny przeniesiono do nowych probdéwek typu Eppendorf o pojemnosci 1,5ml, po czym
na zloza mini kolumn w celu elucji dodano 25ul sterylnej wody destylowanej, wolnej od
nukleaz. Po dwuminutowe] inkubacji w temperaturze pokojowej oraz wirowaniu przez 1|
minut¢ z predkoscig 20 000 x g (14 000 obr./min), proby zostaly poddane denaturacji termicznej

w temperaturze 95°C.
3.5.4. Rozdzial produktow PCR sekwencyjnego

Przed przystapieniem do sekwencjonowania, do oczyszczonych prob DNA dodano
20ul formamidu, wymieszano przez kilkukrotne pipetowanie oraz inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 30 minut w celu uzyskania jednorodnej mieszaniny. Po zakonczeniu inkubacji,
zawarto$¢ probowek typu Eppendorf przeniesiono do studzienek 96-dotkowej ptytki. W celu
denaturacji dwuniciowego DNA, plytke umieszczono w termocyklerze na 5 minut, utrzymujac
temperature 95°C. Nastepnie, aby zatrzymac proces denaturacji i zapobiec renaturacji nici DNA,
probki natychmiast schlodzono przez umieszczenie ptytki na lodzie na okres 5 minut.

Elektroforeze kapilarng tak przygotowanych produktow PCR sekwencyjnego prowadzono na
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analizatorze genetycznym ABI Prism® 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems,

USA) zgodnie z optymalnymi parametrami opisanymi w tabeli 13.

Tabela 13. Parametry elektroforezy kapilarnej przeprowadzonej przy uzyciu analizatora genetycznego

ABI Prism® 3100 Avant, zastosowane do sekwencjonowania metoda Sangera.

Parametr Wielko$¢
Dhugosé¢ kapilary 50cm
Polimer POP 6
Czas iniekgji 15s
Napigcie pradu podczas elektroforezy wlasciwej 15kV
Czas elektroforezy na jeden cykl 2,5h
Temperatura elektroforezy 60°C

3.6. Analiza bioinformatyczna

Wyniki sekwencjonowania stanowily pliki w formacie abl. Analiz¢ wynikow
przeprowadzono w programie Chromas 2.6.6 (https://technelysium.com.au/wp/chromas/).
Uzyskane sekwencje byly podstawa do dalszej analizy i postuzyty do sktadania contigow w
aplikacji CAP3 (https://doua.prabi.fr/software/cap3) (Huang i Madan, 1999).

3.6.1. Analiza sekwencji nukleotydowych za pomocg programu BLAST

Sekwencje referencyjne genow SRSF5, RNF165, SKOR2 norki amerykanskiej,
pobrane z platformy Ensembl, poréwnano z danymi dostepnymi w bioinformatycznej bazie
NCBI (National Center for Biotechnology Information) za pomoca narzedzia BLAST. Miejsca
polimorficzne zostaly wskazane przy uzyciu narzedzia MSA Viewer, wbudowanego w
aplikacje BLAST. Aplikacja ta umozliwila rowniez stworzenie drzewa filogenetycznego, ktore
zilustrowalo pokrewienstwo pomigedzy sekwencjami referencyjnymi norki amerykanskiej a ich
homologami u innych gatunkow, wykorzystujac metode NJ (Neighbor-Joining).

Uzyskane sekwencje gendow dla osobnikéw pochodzacych z grupy norek hodowlanych
oraz dla osobnikow z grupy norek dziko zyjacych poréwnano z sekwencja referencyjng za
pomocg narzedzia BLAST. Okreslono miejsca polimorficzne 1 na ich podstawie wygenerowano

drzewo filogenetyczne metodg NJ.

3.6.2. Analiza sekwencji w programie MEGA 11
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Kolejnym krokiem w analizie sekwencji nukleotydowych byto poréwnanie
wszystkich sekwencji nukleotydowych przy uzyciu algorytmu wielokrotnego dopasowania
sekwencji (Multiple Sequence Alignment, MSA) w programie Mega 11, ktory pozwala na
roOwnoczesne porownanie wielu sekwencji, uwzgledniajac zarowno podobienstwa, jak 1 r6znice
mig¢dzy nimi, a takze wagi dla poszczegdlnych substytucji (Tamura i wsp., 2021). Algorytm ten,
dzigki  zastosowaniu  progresywnego  dopasowywania,  umozliwil  stworzenie
wielowymiarowego obrazu réznic i podobienstw pomiedzy sekwencjami, co pozwolito na
precyzyjng identyfikacj¢ miejsc polimorficznych.

Po zakonczeniu analizy sekwencji nukleotydowych, dokonano translacji tych
sekwencji na odpowiadajagce im sekwencje aminokwasowe. Porownanie sekwencji
aminokwasowych miato na celu identyfikacje polimorfizméw aminokwasowych

wystepujacych pomigdzy analizowanymi osobnikami.

3.6.3. Analiza efektow funkcjonalnych substytucji za pomocg programu SNAP2

Do oceny potencjalnych skutkow funkcjonalnych wykrytych substytucji
aminokwasowych zastosowano narzedzie SNAP2, ktore pozwala na prognozowanie wpltywu
mutacji na funkcje bialka. SNAP2 uwzglednia zaré6wno konserwatywno$¢ pozycji
aminokwasowych, jak i1 charakterystyke fizykochemiczng aminokwasow, co umozliwia
oszacowanie, czy dana substytucja moze wplynaé na struktur¢ lub funkcje¢ biatka. Wyniki
analizy SNAP2 zostaly nastepnie zwizualizowane w postaci heatmapy, ktora przedstawiata
lokalizacje¢ substytucji aminokwasowych w analizowanych sekwencjach oraz ich potencjalny
efekt. Mapa ta stanowila kluczowe narzgdzie analityczne, umozliwiajagc szybkie
zidentyfikowanie regionow o zwigkszonym polimorfizmie oraz wskazanie obszaré6w mogacych

miec istotne znaczenie biologiczne.
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4. Wyniki
4.1. I1zolacja DNA

W wyniku izolacji materialu genetycznego od norek pochodzacych z dwoch grup
badawczych (populacja hodowlana oraz populacja dziko zyjaca) uzyskano DNA o dobrej
jakosci, co zostalo potwierdzone analizg elektroforetyczng. Przeprowadzone na zelu
agarozowym elektroforezy wykazaty prawidtowa migracje izolowanego DNA, co mozna
zaobserwowa¢ na przyktadowym elektroforegramie przedstawionym na rycinie 7. Uzyskane
prazki byty wyrazne i1 jednorodne, co wskazuje na brak degradacji materialu genetycznego oraz
jego odpowiednig ilo$¢€ 1 jakos¢. Wyniki te potwierdzaja, ze izolowane DNA byto odpowiednie

do dalszych analiz molekularnych.

Ryc.7. Rozdziat elektroforetyczny produktu izolacji materiatu genetycznego norek: $ciezki 1-3 —
material genetyczny norek pochodzacych z populacji hodowlanej, §ciezki 4-6 — material genetyczny
norek dziko zyjacych
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4.2. Optymalizacja warunkow termicznych reakcji PCR

W ramach optymalizacji termicznej reakcji PCR dla starteréw kazdego z 8 eksondw genu
SRSF5, 8 eksonow genu RNF165 oraz 7 eksonéow genu SKOR?2 przeprowadzono reakcje w
gradiencie temperatury. Z uwagi na to, iz temperatura topnienia starterow (Tm) zalezy m.in. od
ich skladu nukleotydowego, temperatury przylaczania starterow (Ta) uzyskane z programu
PrimerBlast dobierano indywidualnie w przypadku kazdej pary starterow dla poszczegolnych

eksondw w zakresie +/- 5°C.

11 0ERS By S

Ryec. 8. Wybrany rozdzial elektroforetyczny produktow reakcji amplifikacji genu SKOR2 exon 1_P5
w gradiencie temperatury [°C] $ciezka:
M — marker wielkosci DNA Marker 1
1 — temperatura wigzania starterow — 50
2 — temperatura wigzania starterow — 50.5
3 — temperatura wigzania starter6w — 51.3
4 — temperatura wigzania starterow — 52.2
5 — temperatura wigzania starteréw — 53.3
6 — temperatura wigzania starterow — 54.4
7 — temperatura wigzania starterow — 55.6
8 — temperatura wigzania starterow — 56.7
9 — temperatura wigzania starterow — 57.8
10 — temperatura wigzania starterow — 58.7
11 — temperatura wigzania starterow — 59,5
12— temperatura wigzania starteroéw — 60
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Na podstawie elektroforegramoéw po PCR w gradiencie temperatury okres$lono, jakiej
temperaturze odpowiada najbardziej wyrazny prazek, a wigc dobrano temperatury annealingu.
Przyktadowo, dla przedstawionych na ryc. 8. produktow PCR genu SKOR2 exonu 1 PS5 za
najbardziej optymalng Ta. uznano 53°C. Dzi¢ki optymalizacji uzyskano warunki reakcji PCR,
ktére pozwolily na efektywne i specyficzne amplifikowanie wszystkich badanych eksonow, co
potwierdza skuteczno$¢ dobranej strategii temperaturowej. Eksperymentalnie wyznaczone
optymalne temperatury wigzania starterow (T.) dla poszczeg6lnych eksonow badanych genow
zostaly zestawione w tabeli 14. Wyniki te pokazuja, ze kazda para starterow w celu efektywne;j

amplifikacji wymagata specyficznych warunkéw temperaturowych.

Tabela 14. Optymalne temperatury wigzania starterow (T,) dla eksonow badanych genow

Numer eksonu Doswiadczalnie wyznaczona T,
Nazwa genu [°C]

SRSF5

—_

54
59
54
54
54
54
53
54
59
59
58
65
54
58
58
58
SKOR?2 1_P5 53
1 Prim 54

2 53

51
51
51
51
54

RNF165

0 | N | NN R |WIND |~ [0 Q||| WD

N | SN || AW
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4.3. Reakcja lancuchowej polimerazy

Produkty reakcji PCR oceniano podczas rozdzialu elektroforetycznego pod katem
obecnosci prazkdw o oczekiwanej dlugosci. Na przyktad, produkty amplifikacji dla eksonu 3
genu SKOR?2 zostaly zaobserwowane na elektroforegramie jako wyrazne prazki na wysokos$ci
pomiedzy 200 pz a 300 pz, co przedstawiono na ryc. 9. Uzyskane wyniki potwierdzaja

specyficznos$¢ reakceji PCR oraz prawidtowa amplifikacje¢ docelowych sekwencji.

S B R e B e

M 17 18 'K+ 19 20721209528 K+ 2425 26 27 28 294 K- K- K-

300 =0 SN O G G0 Gt e

500

K- K- M 1.2 3.4 5006 K78 091011 12 K+ 13 14 15 16

Ryc. 9. Rozdzial elektroforetyczny produktow reakcji amplifikacji badanych fragmentow genow
w ustalonej eksperymentalnie optymalnej temperaturze, $ciezka:

M- marker wielkosci DNA Marker 1

K- —kontrola negatywna

K+ —kontrola dodatnia

1 - 6, SKOR2, ekson —3 (251pz)

7-12, SKOR2, ekson —1_Prim (802pz)

13 - 18, SKOR2, ekson — 1_P5 (400pz)

19 —23, RNF165, ekson — 1 (587pz)

24 — 29, RNF165, ekson — 4 (331pz)
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4.4. Sekwencjonowanie metoda terminacji tancucha

Po przeprowadzeniu sekwencjonowania metodg Sangera otrzymano chromatogramy
(w postaci plikow formatu AB1) dla starterow F i R dla kazdego eksonu badanych genéw
(o$miu eksondow genu SRSFS5, osmiu eksonow genu RNF165 oraz siedmiu eksondéw genu

SKOR?2) dla wybranych osobnikéw hodowlanych oraz dziko zyjacych.

Otrzymane chromatogramy (fgcznie 276) stanowig graficzng reprezentacja sygnalow
fluorescencyjnych odpowiadajacych poszczegdlnym nukleotydom w sekwencjonowanej
probce. Na rycinie 10. przedstawiono przyktadowy chromatogram uzyskany podczas
sekwencjonowania pigtego eksonu genu RNF'165 z uzyciem startera F (forward). Piki widoczne
na chromatogramie reprezentuja konkretne nukleotydy, ktore zostaty zidentyfikowane na
podstawie intensywnosci 1 barwy sygnalow fluorescencyjnych. Kazdy pik na chromatogramie
odpowiada jednemu z czterech nukleotydow (A, T, C, G), a jego pozycja na osi poziome;j
wskazuje na kolejnos¢ nukleotydow w sekwencji. Analogicznie, na rycinie 11. przedstawiono
chromatogram uzyskany z sekwencjonowania tego samego fragmentu DNA, ale przy uzyciu

startera R (reverse).
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Ryec. 10. Chromatogram przedstawiajacy sekwencje uzyskang przy uzyciu startera F dla eksonu 5 genu RNF 165 u pierwszego osobnika z grupy hodowlane;.
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Rye. 11. Chromatogram przedstawiajacy sekwencje uzyskang przy uzyciu startera R dla eksonu 5 genu RNF165 u pierwszego osobnika z grupy hodowlane;.



W celu weryfikacji poprawnosci zapisu sekwencji DNA przeprowadzono szczegoétowa analize
chromatogramow. Najpierw dokonano wizualizacji danych chromatograficznych przy uzyciu
programu Chromas, co pozwolito na doktadne zidentyfikowanie poszczegolnych nukleotydow
na podstawie oceny intensywnos$ci sygnatow fluorescencyjnych. Nastepnie, przeprowadzono
r¢gczne redagowanie btednie zidentyfikowanych nukleotydéw, co umozliwito skorygowanie
ewentualnych artefaktow powstatych podczas sekwencjonowania. Dodatkowo, usuni¢to
nieprawidlowo rozpoznane przez algorytm base callingu fragmenty sekwencji na koncach
odczytow, ktore mogly zaniza¢ precyzje uzyskanych wynikow. Po zakonczeniu analizy
chromatogramoéw, zredagowane sekwencje DNA zapisano w formacie Fasta. Tak przygotowane
sekwencje pigtego eksonu genu RNF165 dla osobnika o numerze 5.1 zostaly dla przyktadu
przedstawione na rycinach 12. i 13. Rycina 12. ilustruje sekwencj¢ uzyskang przy uzyciu

startera F, natomiast rycina 13. przedstawia sekwencje uzyskang przy uzyciu startera R.

l5.1F
CAGCTGGATTCTGGGCTCATGCATCCAGGAATCCCATCTGAGGTGTTTTTCTCTCCAACA
GGTTGTCCATGAAATCCGARAC TACCCTTACCCTCAACTTCACTTCCTTGCTCTCCAGGG
ACTARACCCTAGCAGACACACCTCCGCAGTGCGGEEAGAGC TATGAGGTACGCCC

Ryec. 12. Sekwencja nukleotydowa uzyskana przy uzyciu startera F dla eksonu 5 genu RNFI165 u
pierwszego osobnika z grupy hodowlane;.

b5.1R

ACTGACGAATCTCAGGGGTGTGCAGCTTGETCGGT TGTGGEGEGAGCAGCTGGATTCTGE
GCTCATGCATCCAGGAATCCCATCTGAGGTGTTTTTCTCTCCAACAGGTTGTCCATGAAA
TCCGAAACTACCCTTACCCTCAACTTCACTTCCTTGCTCTCCAGGGACTAAACCCTAGE

Ryec. 13. Sekwencja nukleotydowa uzyskana przy uzyciu startera R dla eksonu 5 genu RNFI165 u
pierwszego osobnika z grupy hodowlane;j.

Uzyskane sekwencje nukleotydowe F 1 R dla poszczegélnych osobnikéw, nalezacych
do dwodch grup badawczych, obejmujace 8 eksonow genu SRSFS, 8 eksondow genu RNF165
oraz 7 eksondow genu SKOR?2 (tacznie 138 sekwencji F oraz 138 sekwencji R), zostaly
zestawione w contigi za pomocg oprogramowania CAP3 (https://doua.prabi.fr/software/cap3)
(Huang 1 Madan, 1999). Przykiad zestawionego contigu oraz szczegdly procesu faczenia

przedstawiono na rycinach 14 1 15, odpowiednio.
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5.1

ACTGACGAATCTCAGGGRGTAGTECAGCT TEATCGGT TATGaeEa0AGCAGCTGGATTCTGG
GCTCATGCATCCAGGAATCCCATCTRAGETATTTTTCTCTCCAACAGOT TATCCATGAAA
TOCGARACTACCCTTACCCTCAACT TCACTTCCT TRC TCTCCAGRGACTAAACCCTAGCA
GACACACCTCOGCAGTGLOGGACAGC TATGAGGTACGLCC

Ryec. 14.Contig zestawiony za pomocg oprogramowania CAP3 dla eksonu 5 genu RNF165 u
pierwszego osobnika pochodzacego z grupy norek hodowlanych.

DETAILED DISPLAY

OF COMNTIGS

FEEFERRERERSRRERRRRERE CDntiE 1 EEREREERERERERRERE R R

5.1R+
5.1F+

CONsENsuUs

5.1R+
5.1F+

CONsEnNsUs

5.1R+
5.1F+

CONsEnNsUs

5.1F+

CONsENsUSs

ACTEACGAATCTCAGEEGTOTGCAGCT TGETCGGTTGTGOGGEGAGCAGCTGRATTCTGG
CAGCTGOATTCTGGE

ACTEACGAATCTCAGGGETOTECAGCT TAGTCGOT TETGEEGGGAGCAGCTGRATTCTGO

GCTCATGCATCCAGGAATCCCATCTRAGATAT TTTTCTCTCCAACAGGT TATCCATGAAA
GCTCATGCATCCAGGAATCCCATCTRAGOTGT TTTTCTCTCCAACAGGTTATCCATGARA

GCTCATGCATCCAGGAATCCCATCTRAGGTGTTTTTCTCTCCAACAGGTTATCCATGALA

TCCaAAACTACCCTTACCCTCAACTTCACT TCCTTEC TCTCCAGGOACTAAACCCTAGC
TCCEAAACTACCCTTACCCTCAACTTCACTTCCTTACTCTCCAGGRACTAAACCCTAGCA

TCOGAAACTACCCTTACCCTCAACTTCACTTCCTTGCTCTCCAGGOACTAAACCCTAGCA

GACACACCTCCOCAGTECO0GAGAGCTATGAGGTACGCCC

GACACACCTCCGCAGTGCO0GAGAGCTATGAGGTACGCCC

Rye. 15. Szczegodty procesu laczenia przez program CAP3 sekwencji F 1 R dla eksonu 5 genu RNF165
u pierwszego osobnika pochodzacego z grupy norek hodowlanych.

Dla kazdego eksonu badanych gendéw uzyskiwane contigi (x.1 - x.6) zestawiano z sekwencja

referencyjng (x.0) w celu oceny powtarzalno$ci 1 dokladnosci sekwencjonowania oraz

obecno$ci mutacji w analizowanych fragmentach. Na rycinie 16 przedstawiono sekwencje

referencyjng (5.0) oraz sekwencje szesciu badanych osobnikéw (5.1 - 5.6) w postaci contigdw

otrzymanych dla eksonu 5 genu RNF165. Wszystkie zsekwencjonowane fragmenty eksonu 5

genu RNF165 wykazaty 100% podobienstwa migdzy sobg. Wynik ten wskazuje na brak

zmienno$ci genetycznej w obrebie analizowanego regionu u badanych osobnikow.
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5.8

ACTOACGAATCTCAGGOOTGTGCAGCTTOGGTCGGT TTGO0GGEAGCAGCTGRATTCTGG
GCTCATGCATCCAGGAATCCCATCTOAGGTGTTTT TCTCTCCAACAGGT TAGTCCATGAAA
TCCOAAACTACCCTTACCCTCAACTTCACTTCCTTGCTCTCCAGGRACTAAACCCTAGCA
GACACACCTCCOCAGTOCORGAGAGC TATGAGGTACGCCC

*5.1

ACTEACGAATCTCAGGOOTGTGCAGCTTOOTCEGT TGTOoGGaEEAGCAGCTGEATTCTGE
GCTCATGCATCCAGGAATCCCATCTOAGGTGTTTT TCTCTCCAACAGGT TAGTCCATGAAA
TCCOAAACTACCCTTACCCTCAACTTCACTTCCTTGCTCTCCAGGRACTAAACCCTAGCA
GACACACCTCCGCAOTOCOOGAGAGC TATGAGGTACGCCC

5.2

ACTOACGAATCTCAGGOOTGTGCAGCTTOGGTCGGT TTGO0GGEAGCAGCTGRATTCTGG
GCTCATGCATCCAGGAATCCCATCTOAGGTGTTTT TCTCTCCAACAGGT TAGTCCATGAAA
TCCGAAACTACCCT TACCCTCAACT TCACTTCCTTGC TCTCCAGGRAC TAAACCCTAGCA
GACACACCTCCGCAGTOCOOGAGAGCTATGAGGTACGCCC

*5.3

ACTOACGAATCTCAGGOOTGTGCAGCTTOGGTCGGT TTGO0GGEAGCAGCTGRATTCTGG
GCTCATGCATCCAGGAATCCCATCTOAGGTGTTTT TCTCTCCAACAGGT TAGTCCATGAAA
TCCOAAACTACCCT TACCCTCAACT TCACTTCCTTOCTCTCCAGORACTAAACCCTAGCA
GACACACCTCCGCAGTOCOOGAGAGCTATGAGGTACGCCC

5.4

ACTOACGAATCTCAGGOOTGTGCAGCTTOGGTCGGT TTGO0GGEAGCAGCTGRATTCTGG
GCTCATOCATCCAGGAATCCCATCTEAGETGTTTT TCTCTCCAACAGET TATCCATEAAA
TCCOAAACTACCCTTACCCTCAACTTCACTTCCTTGCTCTCCAGGRACTAAACCCTAGCA
GACACACCTCCGCAGTOCOOGAGAGCTATGAGGTACGCCC

*5.5

ACTOACGAATCTCAGGOOTGTGCAGCTTOGGTCGGT TTGO0GGEAGCAGCTGRATTCTGG
GCTCATGCATCCAGGAATCCCATCTOAGGTGTTTT TCTCTCCAACAGGT TAGTCCATGAAA
TCCOAAACTACCCTTACCCTCAACTTCACTTCCTTGCTCTCCAGGRACTAAACCCTAGCA
GACACACCTCCGCAGTOCOOGAGAGCTATGAGGTACGCCC

*5.6

ACTEACGAATCTCAGGOETGTECAGCTTOATCAGT TGTOOGGEEAGCAGCTGRATTCTGE
GCTCATGCATCCAGGAATCCCATCTOAGGTGTTTT TCTCTCCAACAGGT TAGTCCATGAAA
TCCOAAACTACCCTTACCCTCAACTTCACTTCCTTGCTCTCCAGGRACTAAACCCTAGCA
GACACACCTCCGCAOTOCOROAGAGC TATOAGGTACGCCC

Ryec. 16. Zestawienie sekwencji pobranej z bazy Ensembl (5.0) oraz contigdw otrzymanych dla eksonu
5 genu RNF'165 u trzech osobnikéw z grupy norek hodowlanych (5.1 - 5.3) oraz trzech osobnikow dziko
zyjacych (5.4 - 5.6).

W celu oceny polimorfizmu genetycznego badanych gendéw (SRSF5, RNF165, SKOR?2)
zebrano fragmenty zsekwencjonowanych eksonow, ktdre nastgpnie ztozono w jeden contig dla
kazdego osobnika z grupy norek hodowlanych oraz z grupy dziko zyjacych. Wykorzystanie
contigdw, jako reprezentacji pelnej sekwencji genu dla kazdego zwierzgcia, stanowito
podstawe dalszych analiz zmienno$ci genetycznej, w tym identyfikacje polimorfizmow
pojedynczego nukleotydu (SNP, ang. Single Nucleotide Polymorphism) oraz typu indel. Wyniki
te pozwolity na zmapowanie zroznicowania genetycznego w obrebie badanych sekwencji, a

nastegpnie analiz¢ funkcjonalnych konsekwencji zidentyfikowanych polimorfizméw.
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4.5. Polimorfizm sekwencji genu SRSF5

Jako odniesienie podczas oceny polimorfizmu molekularnego genu SRSF5 u norki
amerykanskiej (Neogale vison) zastosowano sekwencje referencyjna, zdeponowana w bazie

danych Ensembl pod numerem ENSNVIG00000010055.

Polimorfizm sekwencji genu SRSF5 pobranej z bazy danych Ensembl wzgledem
innych sekwencji zdeponowanych w bazie NCBI (ang. National Center for Biotechnology
Information) zostat oceniony przy uzyciu algorytmu BLASTN (ang. Basic Local Alignment
Search Tool for Nucleotides). Zastosowano baz¢ zapytania ‘core nt’, a dlugos¢ zapytania
wynosita 1048 nukleotydow. Wyniki analizy BLASTN dla sekwencji referencyjnej pokazujace
liste homologicznych sekwencji u ré6znych gatunkow zwierzat wraz z parametrami poréwnania,
takimi jak zgodno$c procentowa, warto§¢ E, maksymalny wynik, pokrycie zapytania,
zamieszczono na rycinie 17. Gdy zawegzono procent podobienstwa do 98%, zauwazono, ze
wsrod wynikow pozostaty sekwencje ssakow nalezacych do rodziny tasicowatych (Mustelidae).
Wsrod tych gatunkow byty: tchorz czarnotapy Mustela nigripes, wydra kanadyjska Lontra
canadensis, fretka domowa Mustela putorius furo, norka europejska Mustela lutreola, wydra
europejska Lutra lutra, gronostaj europejski Mustela erminea, borsuk europejski Meles meles.
Najwyzsza zgodnos¢ (99,90%) zostata uzyskana dla przewidywanej sekwencji genu SRSF5 u
Neovison vison (zdeponowana pod numerem akcesyjnym XM 044232293.1). Maksymalny
wynik (Max Score) wynosil 1823, co potwierdza wysoka homologicznos¢. Pozostate
sekwencje homologdéw genu SRSF'5, u takich gatunkow jak Mustela putorius furo, czy Mustela
erminea, rowniez wykazywaly wysoka zgodnos¢ (powyzej 99%) 1 bardzo bliskie zeru wartosci
E (E value), co $wiadczy o istotnosci pordwnywanych sekwencji. Wyniki sugeruja, Zze badana
sekwencja jest wysoce konserwatywna w obrebie rodziny tasicowatych.

Na podstawie analizy z wykorzystaniem narzedzia MSA Viewer okreslono
polimorfizm molekularny genu SRSF'5, ktorego sekwencja zostala pobrana z bazy Ensembl, w
poréwnaniu z innymi sekwencjami zdeponowanymi w bazie NCBI (rycina 18). Stwierdzono
obecnos$¢ kilku charakterystycznych réznic:

e Tranzycja 108G>A, polegajaca na zamianie guaniny na adening w pozycji 108, zostata
wykryta u gatunkéw Mustela putorius furo, Mustela nigripes, Mustela lutreola oraz
Mustela erminea.

e Tranzycja 110A>G, czyli zamiana adeniny na guaning¢ w pozycji 110, wystepuje u

Lontra canadensis 1 Lutra lutra.
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e Transwersja 173A>C, oznaczajaca zamiang adeniny na cytozyne, zostata stwierdzona u
przedstawicieli rodziny tasicowatych, a takze w dwoch przewidywanych sekwencjach
genu SRSF5 u Neogale vison (o numerach akcesyjnych XM 044232293.1 oraz
XM _044232294.1).

e Tranzycja 466G>A wystepuje u Lontra canadensis, Mustela nigripes, Mustela lutreola,
Lutra lutra oraz Meles meles.

e Transwersja 473A>C zostata wykryta u Mustela putorius furo, Mustela nigripes 1
Mustela lutreola.

Te obserwacje wskazuja na zroznicowanie sekwencji genu SRSF5 w obrebie roznych gatunkow
rodziny tasicowatych. Rowniez mozna stwierdzi¢, iz gen SRSF5 bylby uzyteczny w
identyfikacji gatunkowej, gdyz u przedstawicieli rodziny lasicowatych w pozycji 173
wystepuje cytozyna, za§ u Neogale vison obecna jest adenina.

Na podstawie zebranych danych uzyskanych za pomoca algorytmu BLASTN
skonstruowano drzewo filogenetyczne, przedstawione na rycinie 19. Filogram, wykonany
metoda Neighbor Joining, ilustruje relacje ewolucyjne pomi¢dzy réznymi gatunkami z rodziny
Mustelidae, bazujac na sekwencjach genu SRSF35. Drzewo zostalo wygenerowane na podstawie
danych dotyczacych wariantow transkryptow tego genu. Najwigksze podobienstwo genetyczne
z sekwencja referencyjng wykazaly dwie przewidywane sekwencje genu SRSF5 dla Neogale
vison, ktore tworza wspdlny klad. Sekwencje transkryptow dla gatunkéw Neogale vison i
Mustela lutreola sa bardzo blisko spokrewnione, co sugeruje niedawng dywergencje tych
gatunkow w kontekscie genu SRSF5. Z kolei inne gatunki, takie jak Meles meles 1 Lontra
canadensis, wykazuja wigksze oddalenie na drzewie, co wskazuje na wieksze zroznicowanie w

obrebie homologéw badanego genu.
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Job Title 0_Ex.1-8 Filter Results

RID C929DGWS016 Search expires on 08-21 20:16 pm Download All v

Program BLASTN © ation v Organism only top 20 will appear [:] exclude

Database core_nt ils v Type common name, binomial, taxid or group name

+ Add organism

Query ID Icl|Query_1891945

Description 0_Ex.1-8 Percent Identity E value Query Coverage

Moleculetype  dna 98 to | 100 to to

Query Length 1048

Other reports Distance tree of results MSA viewer @ Reset

Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download ~  Selectcolumns * Show 12}
() selectall 27 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results  |MSA Viewer!

Desciption Sclenﬁ‘ﬁvc s 5:::9 ;::)1 g::g vallzue |::I:l izcn Accession
- - - v - -

PREDICTED: Meovison vison serine and arginine rich splicing factor 5 (SRSF5), transcript variant X2,_ mENA  Neogale vison 1823 1823 94% 00 9990% 1006 XM 0442322931
PREDICTED: Neovison vison serine and arginine rich splicing factor 5 (SRSF5), transcript variant X3, mRNA  Meogale vison 1797 1797 94% 0.0 99.49% 1002 XM_044232294 1
PREDICTED: Lontra canadensis serine and arginine rich splicing factor 5 (SRSFS), transcript variant X3, mR... Lontra can 1759 1759 93% 0.0 98.98% 1521 XM 49387 1
PREDICTED: Mustela putorius fure serine and arginine rich splicing factor 5 (SRSFS) transcript variant X4, ... Mustela putorius... 1749 1749 93% 0.0 99.08% 1514 XM_013057507
PREDICTED: Mustela nigripes serine and arginine rich splicing factor 5 (SRSF5), transcript variant X3_mRNA Mustela nigipes 1748 1748 93% 0.0 98.88% 1517 XM_059373483 1
PREDICTED: Mustela lutreola serine and arginine rich splicing factor 5 (SRSF5), transcript variant X3, mRNA Mustela lutreola 1748 1748 93% 0.0 9898% 1516 XM_0591824441
PREDICTED: Lutra lutra serine and arginine rich splicing factor 5 (SRSF5), transcript variant X3_mBNA Lutra lutra 1744 1744 93% 00 9898% 1515 XM 0477377121
PREDICTED: Meles meles serine and arginine rich splicing factor 5 (SRSF5), transcript variant X3, mRNA Meles meles 1736 1736 93% 0.0 98.87% 1514 XM_046008109.1
PREDICTED: Mustela erminea serine and arginine rich splicing factor 5 (SRSF5), transcript variant X4 _mRNA Mustela erminea 1735 1735 91% 00 9937% 1500 XM_032344610.1

Ryc. 17. Poroéwnanie sekwencji genu SRSF5 pobranej z bazy Ensembl z innymi sekwencjami dostgpnymi w bazie NCBI wykonane za pomocg aplikacji

BLAST.
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Sequence ID Start 59 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 104 End Organism
e + + + + + + + + + + + + +

Query_1891945 (+)59 [¥] [Lo48 |
XM_0442332293.1 (+)1 ¥ 1 090 Neogale vison
XM_044232264.1 (+)1 ¥ 1 986 Neogale vison
XM_032849387.1 (91 ¥ | 1 ] | 880 Lontra canadensis
XM_013057507.2 ()1 ¥ | 1 | | | 872 Mustela putorius furo
XM_058373483.1 ()1 ¥ | 1 Il | | | 877 Mustela nigripes
XM_059182444.1 (+)]1 ¥ | ] 1l | | 974 Mustela lutrecla
XM_047737712.1 (a1 ¥ | 1 | | | | o72 Lutra lutra
XM_046008100.1 ()1 E3 I 1 | | | 1 971 Meles meles
XM 0323446101 (91 ¥ I 1 855 Mustela erminea
Sequence ID Start &6 88 20 92 94 9 93 100 102 104 106 108 10 12 14 ne 1"né 120 12 124 126 128 130 132 134 136 End Qrganism

uery 1891945 (+)59 *¥'e ¢ A G CTAAGTGOCGTCAGTTGTGGA AR AA AZS G S GT CGTA AG G AT CGA ATGA ATCTA ATE GT T CGC CTGG G T C T[LME ]
XM_044232203.1 ()1 ¥ 090 Neogale vison
XM_044232294.1 (+)1 ¥ 1086 Neogale vison
XM_032849387.1 (+)1 ¥ G 080 Lontra canadensis
XM_013057507.2 ()1 ¥ A 972 Mustela putorius furo
XM_059373483.1 (+)]1 ¥ 977 Mustela nigripes
XM_059182444.1 (+)1 ¥ A 974 Mustela lutreola
XM_047737712.1 (+)]1 ¥ e 072 Lutra lutra
XM_046008109.1 (+)1 ¥ [ | A 971 Meles meles
XM 032344610.1 (41 ¥ =0 955 Mustela erminea
Sequence ID Start 148 150 152 154 156 158 160 162 164 166 168 170 172 174 176 178 180 182 184 186 188 190 192 194 196 198 End QOrganism

uery 1891945 (+)59 [*'Aa @ A c G 6 CTCCGTOCGSO CAGATCTA AT CS GG GA AA ACTT CTT CTG GG GTT T CTTCA AGTETGC CTC CA AA AA LTG G ATC cL8 ]
XM_044232283.1 (+)1 ¥ = 90 Neogale vison
XM_044232294.1 ()1 ¥ | -] 86 Neogale vison
XM_032849387.1 ()1 ¥ = 980 Lontra canadensis
XM_013057507.2 ()1 ¥ 1 672 Mustela putorius furo
XM_059373483.1 ()1 ¥ | ] 077 Mustela nigripes
XM_059182444.1 (+)1 ¥ = 874 Mustela lutreola
XM_047737712.1 (sl ¥ | ] B72 Lutra lutra
XM_046008109.1 ()1 ¥ [ ] 871 Meles meles
XM 032344610.1 (#)1 ¥ L 855 Mustela erminea
Sequence ID Start 445 448 450 452 454 456 453 450 4682 464 466 468 470 472 474 476 478 430 482 434 486 438 490 492 494 496 498 500 502 504  End Organism

uery 1891945 (+)59 YA 6AG6CcTCGGTCTCGAGS GT GO G G CGA®GO GTA AGA RS GG GA ACGC CTA ATTCTGACCGTTTTA AGTA AGTCG L0 |
XM_044232293.1 (81 ¥ DQD Neogale vison
XM_044232204.1 ()1 ¥ BBS Neogale vison
XM_032849387.1 (¢ ¥ | ] 1080 Lontra canadensis
XM_013057507.2 ()1 ¥ 872 Mustela putorius furo
XM_058373483.1 (1)1 ¥ [ ] 077 Mustela nigripes
XM_059182444.1 (91 ¥ [ ] 074 Mustela lutreola
XM_047737712.1 (91 ¥ [ ] 72 Lutra lutra
XM_046008109.1 (11 ¥ [ ] 071 Meles meles
XM 032344610.1 (1 ¥ 055 Mustela erminea

Rye. 18. Analiza polimorficznych miejsc genu SRSF5 w poréwnaniu z innymi gatunkami z rodziny tasicowatych. Rycina przedstawia wyniki wielokrotnego
porownania sekwencji (Multiple Sequence Alignment, MSA) uzyskane przy uzyciu narzedzia MSA Viewer na podstawie algorytmu BLAST. Porownanie
sekwencji ukazuje konserwatywnos$¢ i zmiennos$¢ genetyczng w regionach polimorficznych genu SRSF5 pomiedzy analizowanymi gatunkami, co umozliwia
identyfikacje stopnia homologii i ewolucyjnych réznic w rodzinie Mustelidae.
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PREDICTED: Meles meles serine and arginine rich splicing factor 5 (SRSF3), transcripl variant X3, mRNA
PREDICTED: Lontra canadensis serine and arginine rich splicing factor 5 (SRSF3), transcript variant X3, mRNA
9
PREDICTED: Lutra lutra serine and arginine rich splicing factor 5 (SRSF5), transcript variant X3, mRNA
PREDICTED: Mustela erminea serine and arginine rich splicing factor 5 (SRSF5), transcript variant X4, mRNA
9
I PREDICTED: Mustela putorius furo serine and arginine rich splicing factor 5 (SRSF3). transcript variant X4, mRNA

PREDICTED: Mustela nigripes serine and arginine rich splicing factor 5 (SRSFS), transcript variant X3, mRNA

"]
PREDICTED: Mustela lutreola serine and arginine rich splicing factor 5 (SRSFS), transcript variant X3, mRNA

PREDICTED: Neovison vison serine and arginine rich splicing factor 5 (SRSFS), transcript variant X3, mRNA

9

I

@0 Ex.1-8
PREDICTED: Neovison vison serine and arginine rich splicing factor 5 (SRSF35), transcript variant X2, mRNA
.8ae9
Ryec. 19. Drzewo filogenetyczne przedstawiajace przewidywane relacje ewolucyjne pomigdzy gatunkami z rodziny Mustelidae na podstawie sekwencji genu

SRSF5. Analiz¢ wykonano metoda Neighbor-Joining (NJ) przy uzyciu narzedzia BLAST. Oznaczenie O _Ex.1-8 odnosi si¢ do referencyjnej sekwencji genu
SRSF5 dla norki amerykanskiej (Neovison vison), uzyskanej z bazy danych Ensembl. Drzewo filogenetyczne ilustruje stopien pokrewienstwa genetycznego

miedzy badanymi gatunkami i umozliwia ocen¢ homologii oraz r6znic ewolucyjnych w obrgbie genu SRSF5 w rodzinie Mustelidae.
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W celu oceny procentowego podobienstwa sekwencji genu SRSF5 u szesciu badanych
osobnikdéw (oznaczonych jako ,, Ex 1-8” z numerami od 1 do 6, przy czym osobniki o
numerach od 1 do 3 to norki hodowlane, a od 4 do 6 to norki dzikie), wykorzystano narzgdzie
BLAST. Sekwencja referencyjna, dostepna w bazie Ensembl, postuzyta jako punkt odniesienia
do oceny homologii z analizowanymi sekwencjami badanych osobnikow. Wyniki uzyskane w
procesie dopasowania sekwencji przedstawiono na rycinie 20.

Poréwnywane sekwencje miaty dlugo$¢ 1048 nukleotydow, a ich pokrycie wzgledem
sekwencji referencyjnej wyniosto 100%, co oznacza, ze cala sekwencja referencyjna znalazia
swoje dopasowanie w sekwencjach analizowanych osobnikdéw. Wartosci oczekiwane E dla
wszystkich analizowanych sekwencji zblizaty si¢ do zera, co §wiadczy o wysokiej istotno$ci
statystycznej uzyskanych wynikow. Analiza pokazata, ze sekwencje uzyskane od badanych
osobnikow charakteryzuja si¢ bardzo wysokim stopniem zgodnosci z sekwencja referencyjna,
wynoszacym od 99,71% do 100%.

Wszystkie osobniki z grupy norek dzikich wykazaty podobienstwo z referencja na poziomie
100%.W przypadku norek hodowlanych odnotowano minimalne zréznicowanie, gdzie osobnik

oznaczony jako 3 Ex.1-8 wykazat najnizszy stopien zgodnos$ci, wynoszacy 99,71%.

Na podstawie analizy z wykorzystaniem narz¢dzia BLAST okre§lono takze miejsca
polimorficzne w sekwencji genu SRSF5 u badanych norek (rycina 21). W ramach analizy
zidentyfikowano trzy zmiany nukleotydowe:

o Transwersje 173A>C- obserwowang wytacznie u osobnikow z grupy hodowlanej
(o numerach 1, 2 oraz 3_Ex.1-8)
e Insercj¢ 758ins.T- wykryta u osobnika z grupy hodowlanej (3_Ex.1-8)
e Transwersje 916G>T- stwierdzong u osobnika 3 Ex.1-8.
Te zmiany moga odzwierciedla¢ zréznicowanie genetyczne pomig¢dzy norkami dzikimi a

hodowlanymi.
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Job Title 0_Ex.1-8

RID C8X4PXDMN114 Ssearch expires on 08-21 18:48 pm Download All v
Program Blast 2 sequences  Citation v

Query ID Icl|Query_5372118 (dna)

Query Descr 0_Ex.1-8
Query Length 1048
Subject ID IcllQuery_5372120 and 5 more subject(s) (dna)

Subject Descr See details v

Subject Length 6289

Graphic Summary Alignments

Filter Results

Percent Identity

E value

Query Coverage

to

to

to

Reset

Sequences producing significant alignments

select all 6 sequences selected

Description
-

6_Ex.1-6
5_Ex1-8
4 Ex1-8
2 Ex1-8
1_Ex1-8

NN <N <M<

3_Ex1-8

Scientific Name
b

Download

Max

Score
v

1936
1936
1936
1930
1930
1919

Select columns v~  Show e

Graphics  Distance tree of results MSA Viewer
Total Query E Per. Acc.

Score Cover walue Ident  Len Accession
- v v - v

1936 100% 0.0 100.00% 1048 Query 5372125
1936 100% 0.0 100.00% 1048 Query 5372124
1935 100% 0.0 100.00% 1048 Query 5372123
1930 100% 0.0 93.90% 1043 Query 5372121
1930 100% 0.0 93.90% 1048 Query 5372120
1919 100% 0.0 93.71% 1045 Query 5372122

Rycina 20. Poréwnanie (alignments) sekwencji genu SRSF5 badanych osobnikow z sekwencja referencyjng pobrang z bazy Ensembl.
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Query range 3: 121 to 180

Query 121 GAGACTAGTCCTGGTCTGCGGGEAGGTAGACGGLTCCGTCGCAGACTACGGAACTCTCTG 180
QUEPY 5372125 121 v et ee et e e ena e e ee e e n e e et e et et n e e e e 180
QUERY 5372124 121 oottt e e e e e e e e e e e e e e e e 188
QUEPY 5372123 121 oottt et e e e e e e e e e e e e e e 180
QUEPY 5372121 121 e et ee et e e e e e e e ee a e e ame et e, Covrvnnn 180
QUEPY 5372120 121 oottt e e e e e e e e e e Cownnnn 180
QUEPY 5372122 121 oot ee et e et e e e e e e e e e e e e Covrannn 180
Query range 13: 721 to 780

Query 721 TTCTGRAAAGGAAATAAATGGGAGAAAAATCAMATTAA -TCGAAGGCAGCAAAAGGCACA 779
QUEry 5372125 721 ottt e e e e 779
Query 5372124 721 ot e e e 779
Query 5372123 721 ot e e 779
Query 5372121 721 ot e e 779
QUEPY 5372120 721 o et ettt et e et e et e e 779
QUEPY 5372122 721 et v eee et e et e et e L I 780
Query range 16: 901 to 960

Query 998 AGTCCCGTTCTGTTAGTAGGTCTCCTGTGCCTGAGAAGAGCCAGAAACGTGGTTCTTCAA 959
QUEPY 5372125 BB ottt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 959
QUEPY 5372024 908 oottt et e e e e e e e e e e e e e e 959
QUEPY 5372123 908 ottt e et et e e e e e e e e e e e e e 959
QUEPY 5372121 9BB oo ene e et e e e e e e e e e e e e e e e e e 959
QUEPY 5372120 9B oottt et e e e e e e e e e e e e e e e 959
Query 5372122 981  ............... L 969

Ryc. 21. Miejsca polimorficzne w obregbie genu SRSF5, skladajacego si¢ z fragmentow
zsekwencjonowanych eksonow, ktore zostaly ztozone w jeden contig dla poszczegdlnych osobnikow z
grupy zwierzat hodowlanych. (1_Ex 1-10 — Query 5372120, 2 Ex 1-10 — Query 5372121,3 Ex 1-10
— Query 5372122) oraz dziko zyjacych (4 Ex 1-10 — Query 5372123, 5 Ex 1-10 — Query 5372124,
6 _Ex 1-10 — Query_5372125) w poréwnaniu do sekwencji referencyjnej pobranej z bazy Ensembl
(Query- pierwsza linijka w kazdym przyréwnaniu).

Zebrane dane dotyczace sekwencji genu SRSF5 zostaly poddane analizie
filogenetycznej, ktorej rezultaty postuzyly do skonstruowania drzewa filogenetycznego,
ilustrujagcego relacje pokrewienstwa pomie¢dzy badanymi osobnikami (Ryc. 22). Analiza
filogenetyczna wykazata, ze osobniki oznaczone numerami 4, 5 1 6 Ex.1-8, reprezentujace
populacje norek dziko zyjacych, tworza wspolny klad z sekwencja referencyjng genu SRSF5.
Z kolei osobnik oznaczony numerem 3 Ex.1-8, nalezacy do grupy norek hodowlanych,
wykazal najnizszy stopien pokrewienstwa zaréwno z sekwencja referencyjna, jak 1 z
pozostalymi analizowanymi sekwencjami, co plasuje go na najbardziej odleglej pozycji na
drzewie filogenetycznym. Wyniki te wskazujag na istotne rdznice genetyczne pomiedzy

osobnikami dziko zyjacymi a hodowlanymi w zakresie genu SRSF5.
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23 Ex.1-8

@ #1_Ex.1-8
82 Ex18
i 25 Fx.1-8
o
94 Ex.1-8
[+
96_Ex.1-8
]
@ Ex.1-8

Ryc. 22. Drzewo filogenetyczne wygenerowane metodg Neighbor-Joining (NJ) przy uzyciu narzedzia BLAST, z maksymalng dopuszczalng r6znica
sekwencyjng wynoszaca 0.75 (Max Seq Difference) dla genu SRSF5. Sekwencje referencyjng oznaczono jako 0 Ex.1-8. Sekwencje genu SRSF5
nalezace do norek z grupy hodowlanej oznaczono numerami 1 Ex.1-8 do 3 Ex.1-8, natomiast sekwencje norek dziko Zyjacych oznaczono
numerami od 4 Ex.1-8 do 6 Ex.1-8.
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4.5.1. Analiza podobienstwa sekwencji nukleotydowej genu SRSF5

W tabeli 15 przedstawiono procentowg zgodno$¢ sekwencji nukleotydowych genu
SRSF5. Kazda z analizowanych sekwencji (oznaczona jako 0 Ex.1-8, 1 Ex.1-8, itd.) zostata
porownana z pozostalymi sekwencjami, a uzyskane warto$ci procentowe odzwierciedlajg
stopien identyczno$ci nukleotydowej pomiedzy nimi. Zaobserwowano wysoka homologie
sekwencji nukleotydowych, z wiekszoscig porownan wykazujacych petng identycznos$¢ na
poziomie 100%. Sekwencja 3 Ex.1-8 wykazuje najwyzszy stopien polimorfizmu, osiagajac
99,80% zgodnosci z innymi analizowanymi sekwencjami. Chociaz roznice te sa niewielkie
(0,2%), moga obejmowac kluczowe regiony sekwencji kodujacej, potencjalnie wptywajac na

wlasciwosci strukturalne 1 funkcjonalne biatka wynikowego.

Tabela 15. Ocena podobienstwa nukleotydowego [%] genu SRSF5, pomigdzy referencja (0_Ex.1-8),
osobnikami z grupy norek fermowych (1_Ex.1-8 — 3 Ex.1-8) i wolno zyjacych (4 Ex.1-8 — 6 Ex.1-8).

Seq-> 1 Ex18 2 Exl18 3 Exl18 4Exl18 5FExl18 6 Ex.l18
0_Ex.1-8 100 100 99,8 100 100 100
1 _Ex.1-8 100 99,8

2 Ex.1-8 99,8

3 Ex.1-8

4 Ex.1-8 100 100
5 Ex.1-8 100

Kolor czerwony— podobienstwo z sekwencja referencyjng.
Kolor zielony — podobienstwo w obrgbie badanych grup - hodowlanych i dziko zyjacych.
Kolor niebieski- podobienstwo pomiedzy grupa fermowa i wolno zyjaca.

4.5.2. Analiza podobienstwa sekwencji aminokwasowej bialka SRSF5

W tabeli 16 przedstawiono dane procentowe dotyczace zgodnosci sekwencji
aminokwasowych biatka SRSF5. Wigkszo$¢ porownywanych par sekwencji wykazuje pelna
identycznos$¢ na poziomie 100, co wskazuje na brak réznic w analizowanych fragmentach.
Wyjatek stanowi sekwencja 3 Ex.1-8, ktora wykazuje nizszy poziom zgodnosci wynoszacy
99,6% w porownaniu do pozostatych sekwencji. Sekwencja ta odznacza si¢ odmiennoscia, z
r6znicg wynoszaca 0,4%. Chociaz roznica ta moze wydawac si¢ niewielka, w konteks$cie biatek
nawet pojedyncza substytucja aminokwasowa (mutacja punktowa) moze znaczaco wplyna¢ na
strukture 1 funkcje biatka. Pozostale sekwencje, z wyjatkiem 3 Ex.1-8, wykazuja pelng
identycznos$¢, co wskazuje na wysoki stopien konserwatyzmu tych regionow, typowy dla
obszarow bialek kluczowych dla ich funkcji, ktére nie tolerujag zmian bez ryzyka utraty

aktywnosci biologiczne;.
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Tabela 16. Ocena podobienstwa sekwencji aminokwasowej biatka SRSF5, pomiedzy referencja
(0_Ex.1-8), osobnikami z grupy norek fermowych (1_Ex.1-8 — 3 _Ex.1-8) i wolno zyjacych (4_Ex.1-8
—6_Ex.1-8).

Seqg-> 1 Ex.1-8 2 Ex.1-8 3 Ex.1-8 4 Ex.1-8 5 Ex.1-8 6_Ex.1-8
0_Ex.1-8 100 100 99,6 100 100 100
1 Ex.1-8 100 99,6 100 100 100
2 _Ex.1-8 99,6 100 100 100
3 _Ex.1-8 99,6 99,6 99,6
4 Ex.1-8 100 100
5 Ex.1-8 100

Kolor czerwony— podobienstwo z sekwencja referencyjng.
Kolor zielony — podobienstwo w obrgbie badanych grup - hodowlanych i dziko zyjacych.
Kolor niebieski- podobienstwo pomi¢dzy grupa fermowa i wolno zyjaca.

4.5.3. Porownanie sekwencji aminokwasowych bialka bedacego produktem ekspresji
genu SRSF5

Biatko SRSF5 (ang. serine/arginine-rich splicing factor 5) jest czynnikiem
zaangazowanym w regulacje alternatywnego splicingu, krytycznego procesu w generowaniu
réznorodnosci biatek w komodrkach eukariotycznych. W celu identyfikacji roznic w obrebie
biatka SRSF5sekwencje aminokwasowe zostaly wyréwnane przy uzyciu programu Mega 11.
Rycina 23 przedstawia uliniowienie fragmentu sekwencji aminokwasowych biatka SRSF5
szesciu badanych osobnikow w odniesieniu do sekwencji referencyjnej. Dopasowanie catej
sekwencji aminokwasowej biatka SRSF5 zamieszczono w zalaczniku 1. Kazde pole na rycinie
reprezentuje konkretny aminokwas w danej pozycji sekwencji, z oznaczeniem kolorystycznym
odpowiadajagcym poszczegdlnym resztom aminokwasowym, badz grupie aminokwaséw o
zblizonych wiasciwosciach. Sekwencja biatka wykazuje znaczng konserwatywnos¢. Wyjatek
stanowi pozycja 229, zlokalizowana w obrgbie domeny SR, a wigc domeny bogatej w reszty
seryny (S) (oznaczone kolorem zielonym) i argininy (R) (oznaczone kolorem niebieskim),

gdzie u osobnika o numerze 3Ex.1-8 odnotowano substytucje seryny (S) na izoleucyne (I).

Species/Abbry | %|%| % & | x| 5| % x| x| x| x| x| x| | x| x| x| | w x| x| ) w || x 2| x| x| 2| w2 || 2] x| w2 | ||| | | | || | | | | | ||| || 2| =
1.0 Ex.1-8
2.1 Ex1-8
3.2Ex1-8
4.3 Ex1-8
5.4 ExX1-8
6.5 Ex.1-B
7. 6Ex1-8

MM @mm A oA
M @D D DO DD
MM @mm A oA

R
R
R
R
R
R
R

MM @mm A oA
< e
MM @mm A oA
Mm@ @m @D
MM @mm A oA
A AR AR A A A

K
K
K
K
K
K
K

MM @mm A oA
R AR AR A AR A
Mm@ W@ @D
MM @mm A oA
Mm@ @m A @D
M @D D DO DD

Rye. 23. Dopasowanie fragmentow sekwencji aminokwasowych biatka SRSF5 z ujawniong mutacjg
SRSF5 p.S2291 . Sekwencje przedstawione na rycinie pochodzg od trzech osobnikow z grupy
hodowlanej (od 1 Ex.1-8 do 3 Ex.1-8) oraz od trzech osobnikow z grupy dzikiej (od 4 Ex.1-8 do 6 Ex.1-
8) zostaly pordwnane z sekwencja referencyjng (0 Ex.1-8). Zmiana typu missense zostala zaznaczona
na rycinie czerwong petla, gwiazdkami (*) oznaczono miejsca konserwatywne.
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Mutacja SRSF5 p. S2291 jest mutacja missensowng, co oznacza, 7€ zmiana
pojedynczego nukleotydu w sekwencji DNA skutkowata wymiang aminokwasu w tancuchu
biatkowym. Taka zmiana moze wptywaé na wlasciwosci fizykochemiczne biatka oraz jego

zdolnos¢ do pehienia funkcji biologicznych.

4.5.4. Analiza in silico wpltywu polimorfizmu p.S2291 na funkcjonalnos¢ biatka SRSFS z
wykorzystaniem macierzy heatmap

Do oceny przewidywanych efektow funkcjonalnych wynikajacych z substytucji
SRSF5 p.S2291 wykorzystano zaawansowane narzedzie bioinformatyczne — program SNAP2
(Screening for Non-Acceptable Polymorphisms 2). Aplikacja ta umozliwia analize wptywu
konkretnych mutacji aminokwasowych na funkcje biatka, bazujagc na algorytmach
maszynowego uczenia oraz informacjach o sekwencji i strukturze biatka, co pozwala na

precyzyjne prognozowanie potencjalnych zmian w jego aktywnosci biologiczne;.
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Ryec. 24. Przewidywanie efektow funkcjonalnych polimorfizmu SRSF5 p. S2291 . Heatmapa substytucji
aminokwasow w biatku SRSF5 zostata przygotowana w aplikacji SNAP2, przedstawia polimorficzny
aminokwas w stosunku do biatka referencyjnego.

Na rycinie 24 przedstawiono macierz heatmap, wygenerowang przez program SNAP2,
ktora obrazuje przewidywane efekty funkcjonalne substytucji aminokwaséw w biatku SRSFS.
Os$ pionowa reprezentuje dostepne opcje substytucji, a wigc mozliwe aminokwasy, ktore moga
zastapi¢ natywne reszty. Natomiast o§ pozioma przedstawia sekwencj¢ referencyjng biatka
SRSF5. Dolny panel ponizej gtownego panelu jest powigkszeniem specyficznego regionu
macierzy przedstawionej powyzej i zawartego w niebieskiej ramce.

Kolory i ich nat¢zenie wskazuja na przewidywang site efektu danej substytucji:

ciemnoczerwony oznacza wysoki wynik (score > 50), co sugeruje silny sygnal wptywu mutacji
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na funkcjonalno$¢ biatka, biaty oznacza staby lub brak sygnatu (-50 < score < 50), natomiast
niebieski wskazuje niski wynik (score <-50), co oznacza silny sygnat dla neutralnosci lub braku
efektu mutacji. Obszary zaznaczone czarnymi kwadratami reprezentuja reszty typu dzikiego
lub mutacje synonimiczne.

Analiza wskazuje, ze wigkszos$¢ potencjalnych substytucji w biatku SRSF5 wykazuje
wyrazny efekt, co ilustrujg liczne ciemnoczerwone obszary. Sg one skoncentrowane gtownie w
regionach, ktére moga by¢ krytyczne dla funkcji biatka, sugerujac, ze mutacje w tych miejscach
znaczgco wptywaja na jego dziatanie. Z kolei niebieskie pola, widoczne szczegdlnie w regionie
C-koncowym biatka, sugeruja, ze substytucje w tych miejscach maja niewielki lub neutralny
wplyw na funkcjonalno$¢ biatka.

Zgodnie z legenda, jasnoczerwone pole na mapie cieplnej sugeruje umiarkowany
wplyw substytucji p.S2291 w genie SRSF5 na efekt funkcjonalny biatka. Pomimo
wystepowania polimorfizmu w obrebie genu SRSF5, zamiana seryny na izoleucyne —
aminokwasow o istotnie odmiennych wlasciwosciach fizykochemicznych — nie wykazuje
silnego wptywu na funkcje¢ biatka.

Analiza in silico, uwzgledniajac aspekty strukturalne i funkcjonalne tej zmiany,
okreslita wptyw polimorfizmu p.S2291 jako umiarkowany, nadajac mu punktacje réwna
46.Warto$¢ ta sugeruje, ze ten polimorfizm wykazuje pewien poziom wpltywu na zmiang
funkcjonalnosci biatka, co moze przektada¢ si¢ na zmiany w mechanizmach splicingu. W
kontekscie potencjalnych konsekwencji strukturalnych, zamiana seryny na izoleucyng, bedaca
zamiang hydrofilowe] reszty aminokwasowej na hydrofobowa, moze wptywac¢ na lokalne
wlasciwosci strukturalne biatka, a wynik 46 sugeruje, Ze ta zmiana moze by¢ znaczaca, ale nie
drastyczna. Jesli SRSF5 jest zaangazowany w procesy nowotworowe lub inne schorzenia
zwigzane z aberracyjnym splicingiem, wynik 46 moze sugerowaé, ze polimorfizm p.S2291

moze by¢ czynnikiem ryzyka modyfikujacym fenotyp choroby.
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4.6. Polimorfizm sekwencji genu RNF165 (ARK2C)

Polimorfizm sekwencji genu RNFI165 uzyskanej z bazy danych Ensembl w
odniesieniu do innych sekwencji zdeponowanych w bazie NCBI zostat oceniony przy uzyciu
algorytmu BLASTN (ang. Basic Local Alignment Search Tool for Nucleotides). Do analizy
zastosowano baze zapytania ‘core nt’, a dlugo$¢ zapytania wynosita 1044 nukleotydy. Wyniki
porownania zostaly przedstawione na rycinie 25. Przy zawezeniu progu podobienstwa do 98,
zaobserwowano, ze w wynikach pozostaly wytacznie sekwencje ssakéw nalezacych do rodziny
tasicowatych (Mustelidae) oraz jeden gatunek z rodziny fokowatych (Phocidae). Wsrod
zidentyfikowanych gatunkéw znajdowaty si¢: gronostaj europejski Mustela erminea, tchorz
czarnotapy Mustela nigripes, fretka domowa Mustela putorius furo, norka europejska Mustela
lutreola, wydra kanadyjska Lontra canadensis, wydra europejska Lutra, , borsuk europejski
Meles, wydra morska Enhydra lutris kenyoni oraz jeden przedstawiciel rodziny fokowatych
(Phocidae) foka szara Halichoerus grypus. Najwyzszy stopien homologii, wynoszacy 100,
uzyskano dla przewidywanej sekwencji genu RNF165 u norki amerykanskiej Neovison vison,
zdeponowanej pod numerem akcesyjnym XM 044244389.1. Maksymalny wynik (Max Score)
wynosit 1685, co potwierdza wysoka homologicznos¢. Sekwencje homologiczne genu SRSFS
u gatunkow z rodzaju Mustela wykazywaly zgodnos¢ powyzej 99% z referencyjng sekwencja
oraz bliskie zeru warto$ciami E (E value), co wskazuje na istotno$¢ porownywanych sekwencji.
Wyniki sugeruja, ze badana sekwencja genu RNF165 jest wysoce konserwatywna w obrebie
rodziny tasicowatych.

Na podstawie analizy z wykorzystaniem narzedzia MSA Viewer okreslono
polimorfizm molekularny genu RNF1635, ktoérego sekwencja zostata pobrana z bazy Ensembl,
wzgledem innych sekwencji zdeponowanych w bazie NCBI (rycina 26). Na uwage zastuguje
fakt, iz wsréd przyrownywanych fragmentow DNA nie ma danych otrzymanych
doswiadczalnie na podstawie sekwencjonowania a jedynie przewidywane za pomoca
algorytmow bioinformatycznych. W poréwnaniu do pozostatych gatunkéw z rodziny
fasicowatych zidentyfikowano cztery miejsca polimorficzne, w tym:

e trzy mutacje typu tranzycji: 486 T>C, 654A>G, 687T>C,

e oraz jedng mutacj¢ typu transwersji: 771A>T/C.
Polimorfizmy te moga odgrywaé¢ wazng role w dalszych badaniach nad zmiennoscia
genetyczng w obrebie rodziny Mustelidae, sugerujac potencjalne roznice funkcjonalne lub
strukturalne w obrebie genu RNF'165, a takze moga stuzy¢ do identyfikacji gatunkowej Neogale

vison.
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Job Title

IRID

Program
Database
Query ID
Description
Molecule type
Query Length
Other reports

C91JVF74013 Ssearch expires on 08-21 20:04 pm Download All v

Distance tree of results MSA viewer @

0_Ex.1-8

Filter Results

Organism only top 20 will appear

[ ] exclude

BLASTN@®  Citation v

core_nt See details v

Type common name, binomial, taxid or group name

IcllQuery_1678427

=+ Add organism

0_Ex.1-8

Percent Identity

E value

Query Coverage

dna 98

to| 100

1o

1o

1044

Reset

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments

Download “~

Select columns ~ Show (7]

select all 10 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
T SconticName | UL | Coos Cove vae | launt | Lan | Accession
v - v v v -
PREDICTED: Neovison vison ring finger protein 165 (ENF165), mRNA Neogale vison 1685 1685 &7% 00 100.00% 1609 XM_ 044244389 1
PREDICTED: Mustela erminea ring finger protein 165 (RNF165), mRMNA Mustela erminea 1906 1906 100% 0.0  99.62% 1738 XM_032310973.1
PREDICTED: Mustela nigripes arkadia (RNF111) C-terminal like ring finger ubiquitin ligase 2C (ARKZC), mRNA Mustela nigripes 1901 1901 100% 0.0 9952% 1694 XM_055410055.1
PREDICTED: Mustela putorius furo ring finger protein 165 (RNF165), mRNA Mustela putorius... 1901 1901 100% 0.0 99.52% 1729 XM_004752214.3
PREDICTED: Mustela lutreola arkadia (RMF 111) C-terminal like ring finger ubiquitin ligase 2C (ARK2C), mRNA Mustela lutreola 1895 1895 100% 0.0 99.43% 2024 XM_059140342 1
PREDICTED: Lontra canadensis ring finger protein 165 (RNF165),_ mRMNA Lontra canadensis 1868 1868 100% 0.0 98.95% 1698 XM_032859477.1
PREDICTED: Lutra lutra arkadia (RMF111) C-terminal like ring finger ubiquitin ligase 2C (ARKZC), mRNA Lutra lutra 1862 1862 100% 0.0 98.85% 1891 XM_047698597.1
PREDICTED: Meles meles ring finger protein 165 (RNF165), mRNA Meles meles 1862 1862 100% 0.0 98.85% 1654 XM_046025353.1
PREDICTED: Enhydra luiris kenyoni ring finger protein 165 (LOC111142641), mRNA Enhydra lutris ke... 1851 1851 100% 0.0 98.66% 1660 XM_022495954.1
PREDICTED: Halichoerus grypus ring finger protein 165 (RNF165), transcript variant X1, mRNA Halichoerus gry... 1829 1829 100% 0.0 9828% 5449 XM_036107556.1
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Sequence ID I Start J 1 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 104 End l QOrganism

[1,020 Neogale vison

Mustela erminea

Mustela nigripes

Mustela putorius furo
Mustela lutreola
Lontra canadensis
Lutra lutra

1,044 Meles meles

1678427 (+)1

XM_044244385.1 (+)109
XM_032310973.1 (+))67
XM_059410055.1 (+)49
XM_004752214.3 (+)67
XM_059140342.1 (+)341
XM_032859477.1 (+)45
XM_047698597.1 (+)257
XM_046025353.1 (+)1
XM_022495954.1 (+)1 1 044 Enhydra lutris kenyoni

XM 036107536.1 (=153 L T Halichoerus arvous
Sequence ID [ start 464 455 468 470 472 474 476 478 480 482 454 436 483 430 432 494 496 438 500 502 S04 506 508 510 512 514|End | organism

<«
=

<< ¢ [ <] < | e<] e e <c [ <<]

Query 1678427 i |¥ A & 6 T A T T T G G C T G A G G G C A C T G AT TG G GATOCTCAGTGTG GG ATCGCCGGGCTT G AL#M |
XM_044244389.1 (+)109 ¥ [,020 Neogale vison
XM_032310973.1 ()67 ¥ Mustela erminea
XM_059410055.1 (+)49 ¥ Mustela nigripes
XM_004752214.3 (+)67 ¥ Mustela putorius furo
XM_059140342.1 (+)341 ¥ Mustela lutreola
XM_032859477.1 (+)45 ¥ Lontra canadensis
XM_047698597.1 (+)[257 ¥ Lutra lutra
XM_046025353.1 (+)]1 [ 1,044 Meles meles
XM_022495954.1 (+)]1 ¥ 1,044 Enhydra lutris kenyoni
XM 036107596.1 (+)53 ¥ 1,096 Halichoerus arypus
Sequence 1D Start 646 6848 650 652 654 656 658 660 662 664 666 668 670 672 674 676 678 680 682 684 686 688 690 692 694 Eiﬁ| End l Organism
1678427 (+)[1 ¥ [1,044 \

1,020 ale vison
Mustela ermmea

ue

XM_044244389.1 (+)109 ¥

XM_032210073.1 ()67 ¥

XM_055410055.1 (+)49 3

XM_004752214.3 (+)67 ¥

XM_059140342.1 (+)341 ¥

XM_032859477.1 (445 ¥

XM_047698597.1 (+)257 ¥

XM_046025353.1 ()1
XM_022495954.1 ()1
XM_036107596.1 (+
Sequence ID

_
XM_044244380.1 (+)[109
XM_032310973.1 (QET
XM_059410055.1 (+)}49
XM_004752214.3 (+)[67
XM_059140342.1 (+)341
XM_032859477.1 (+)45
XM_047698597.1 (+)257
XM_046025353.1 (+)[1
XM_022495954.1 (+)1
XM 036107596.1 (+I53

Mustela lutreola
Lontra canadensis
Lutra lutra

Meles meles

Enhydra lutris kenyoni
Halichoerus grypus

l Organism

Neoqgale vison
Mustela erminea
Mustela nigripes
Mustela putorius furo
Mustela lutreola
Lontra canadensis
Lutra lutra

Meles meles

Enhydra lutris kenyoni

Halichoerus arvpus

Ryec. 26. Miejsca polimorficzne genu RNF165 wzgledem sekwencji innych gatunkoéw zdeponowanych w bazie NCBI.
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Na podstawie poréwnania za pomocag BLASTN sekwencji referencyjnej genu RNF165
z sekwencjami zdeponowanych w bazie danych NCBI skonstruowano drzewo filogenetyczne,
przedstawione na rycinie 27. Filogram, wykonany metoda Neighbor Joining, ilustruje relacje
ewolucyjne pomiedzy roznymi gatunkami z rodziny Mustelidae oraz jednym z rodziny
Phocidae, bazujac na sekwencjach genu RNF165. Najwigksze podobienstwo genetyczne do
sekwencji referencyjnej 0 Ex.1-8 wykazala przewidywana sekwencja genu RNFI165 dla
gatunku Neogale vison (norka amerykanska), co potwierdza ich zgrupowanie w tym samym
kladzie na drzewie filogenetycznym. Bliskos$¢ filogenetyczna tych sekwencji wynika z ich
identycznosci, ocenionej na poziomie 100 przy uzyciu algorytmu BLAST, co wskazuje na pelna
zgodno$¢ sekwencji nukleotydowych. Niewielka odlegtos¢ filogenetyczna migdzy sekwencja
referencyjng a innymi gatunkami z rodzaju Mustela, takimi jak Mustela erminea (gronostaj
europejski), Mustela putorius furo (fretka domowa), Mustela lutreola (norka europejska),
Mustela nigripes (tchorz czarnotapy) wskazuje na wysokie podobienstwo tych sekwencji, co
moze wynika¢ z niedawnej dywergencji ewolucyjnej w kontekscie genu RNF1635.

Z kolei inne gatunki nalezace do rodziny Mustelidae, jak np. Meles meles (borsuk
europejski) 1 Lutra lutra (wydra europejska), wykazuja wigksze odlegtosci filogenetyczne w
analizie tego genu wzgledem sekwencji referencyjnej, co moze wskazywac na wczesniejsza
dywergencje ewolucyjna tej czgsci genomu. Cieckawa obserwacja jest bliskie pokrewienstwo
sekwencji genu RNF165 u gatunkow morskich, takich jak Halichoerus grypus (foka szara) 1
Lontra canadensis (wydra kanadyjska), co moze sugerowaé zachowanie konserwatywnej
sekwencji genu u organizmow zyjacych w srodowiskach wodnych. Wyniki te wskazuja, ze gen
RNF165 moze podlega¢ roznym presjom selekcyjnym w zaleznosci od niszy ekologicznej, co

przeklada si¢ na zr6znicowanie migdzygatunkowe w jego sekwencji.
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PREDICTED: Halichoerus grypus ring finger protein 165 (RNF165), transcript variant X1, mRNA
PREDICTED: Lontra canadensis ring finger protein 165 (RNF165), mRNA
PREDICTED: Enhydra lutris kenyoni ring finger protein 165 (LOC111142641), mRNA
* PREDICTED: Meles meles ring finger protein 165 (RNF165). mRNA
3 PREDICTED: Lutra luira arkadia (RNFI11) C-terminal like ring finger ubiquitin ligase 2C (ARK2C), mRNA
PREDICTED: Mustela erminea ring finger protein 165 (RNF165), mRNA
#0_Ex.1-8
@
PREDICTED: Neovison vison ring finger protein 165 (RNF165), mRNA
PREDICTED: Mustela lutreola arkadia (RNF111) C-terminal like ring finger ubiquitin ligase 2C (ARK2C). mRNA

PREDICTED: Mustela putorius furo ring finger protein 165 (RNF165), mRNA

PREDICTED: Mustela nigripes arkadia (RNF111) C-terminal like ring finger ubiquitin ligase 2C (ARK2C), mRNA
2. 221

Ryc.27. Drzewo filogenetyczne ilustrujace przewidywane relacje ewolucyjne pomiedzy gatunkami z rodziny Mustelidae, na oparte na analizie sekwencji genu
RNF'165.Do zobrazowania relacji filogenetycznych wykonano drzewo metoda Neighbor-Joining (NJ) przy uzyciu narzedzia BLAST. Oznaczenie O_Ex.1-8
odnosi si¢ do sekwencji referencyjnej genu RNF165 dla norki amerykanskiej (Neogale vison), uzyskanej z bazy danych Ensembl.
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Job Title 0_Ex.1-8 Filter Results
RID C8SM3X1H114 Search expires on 08-21 17:31 pm Download All Percent Identity E value Query Coverage
Program Blast 2 sequences  Citation v
to to to
Query ID Icl|Query_8202380 (dna)
Query Descr 0_Ex.1-8 m Reset
Query Length 1044
Subject ID IcllQuery_8202382 and 5 more subject(s) (dna)
Subject Descr  See details v
Subject Length 6264
Graphic Summary Alignments
Sequences producing significant alignments Download ~ Select columns > Show e
select all & sequences selected Graphics Distance tree of results  MSA Viewer
L o Max = Total Query E Per. | Acc.
DESCiptIDn SclentleName Score | Score Cover walue Ident | Len Accession
v v w w v v
6_Ex1-8 1923 1923 100% 0.0 99.90% 1044 Query 8202387
5_Ex1-8 1923 1923 100% 0.0 99.90% 1044 Query 8202386
3_Ex1-8 1923 1923 100% 0.0 99.90% 1044 Query 8202384
4 Ex1-8 1917 1917 100% 0.0 99.81% 1044 Query 8202385
2_Ex1-8 1917 1917 100% 0.0 99.81% 1044 Query 8202383
1_Ex1-8 1917 1917 100% 0.0 99.81% 1044 Query 8202382

Ryec. 28. Porownanie (alignments) sekwencji genu RNF165 badanych osobnikow z sekwencja referencyjng pobrang z bazy Ensembl.
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W celu oceny procentowego podobienstwa sekwencji genu RNFI165 u szesciu
badanych norek (oznaczonych jako ,, Ex 1-8” z numerami od 1 do 6, przy czym osobniki o
numerach od 1 do 3 to norki hodowlane, a od 4 do 6 to norki dzikie), wykorzystano narzgdzie
BLAST. Punktem odniesienia w analizie byta sekwencja referencyjna, pobrana z bazy Ensembl.
Wyniki uzyskane w procesie dopasowania sekwencji przedstawiono na rycinie 28.
Poréwnywane sekwencje miaty dlugos¢ 1044 nukleotydow. Cala sekwencja referencyjna
znalazta swoje dopasowanie w sekwencjach analizowanych osobnikéw, o czym $wiadczy
pokrycie (Query Cover) wynoszace  100. Wartosci oczekiwane E dla wszystkich
analizowanych sekwencji zblizaty si¢ do zera, co wskazuje na wysoka istotno$¢ statystyczna
wynikow. Analiza ujawnita, iz sekwencje uzyskane od badanych osobnikdéw charakteryzujg si¢
bardzo wysokim stopniem zgodno$ci z sekwencja referencyjna, wynoszacym od 99,81 (dla
osobnikow 1, 2 .4 Ex.1-8) do 99,90 (dla osobnikéw 3, 5,6 Ex.1-8). Od $redniego wyniku dla
grupy norek hodowlanych wyraznie odrézniata si¢ sekwencja osobnika 3 Ex.1-8, za$ dla grupy

norek dziko zyjacych 4 _Ex.1-8.

Wykorzystujac narzedzie BLAST okreslono takze miejsca polimorficzne w sekwencji
genu RNF165 u badanych norek (rycina 29). W ramach analizy zidentyfikowano dwa
polimorfizmy nukleotydowe:

e Tranzycjel41A>G - stwierdzong u osobnikoéw 1, 2 oraz 4 Ex.1-8.
e Tranzycje596A>G - obserwowang u wszystkich badanych osobnikow.
Zmiany te moga mie¢ potencjalne znaczenie funkcjonalne i wymagaja dalszej analizy w

kontekscie ich wptywu na strukture 1 funkcj¢ biatka kodowanego przez gen RNF165.

Query range 3: 121 to 180

Query 121 GGCCCCCCGCAGCCGCAGCAGCTGGCGCCCGACTTCCCCCTGECCCACCCCETGLAGTCG 180
QUEry_B282387 121 oottt e e e e e e 188
QUEPY 8202386 121 eereteeeenean s e e e et ee et e e 188
T b T B X I 188
QUery 8282385 121 verrniinirnniienianns Bt et e e e e 180
Query 8282383 121  ceieniiniinian.an.. B e e 180
Query 8282382 121  ooioiiniiniin... B e 188

Query range 10: 541 to 600

Query 541  ATCCCTCAGCACTATCAGCATTACCTAGCGACTCCTCGAATGCACCACTTTCCCAGAAAC 680
QUEPY_B202387 541 oot e tetae e ee et et e e e e e A.... 6080
QUEPY_B202386 541 oot ettt tae e eet et et e e e e e A.... 6080

QUEPY_B2B2384 541 ottt tae s e e et e e e e e A
Query 8202385 5AL L. e A....
QUEPY 8202383 541 o otettttae e ee e et A.... 6080
QUEPY_B202382 541 oottt tae s ee et et e et e e A

Ryec. 29. Miejsca polimorficzne w obrgbie genu RNF165 ztozonego z fragmentéw zsekwencjonowanych
eksonow i ztozonych w jeden contig dla poszczegodlnych osobnikéw nalezacych do grupy zwierzat
hodowlanych (1_Ex 1-8 — Query 8202382, 2 Ex 1-8 — Query 8202383, 3 Ex 1-8 — Query 8202384)
oraz dziko zyjacych (4 Ex 1-8 — Query 8202385, 5 Ex 1-8 — Query 8202386, 6 Ex 1-8 —
Query_8202387) w porownaniu do sekwencji referencyjnej pobranej z bazy Ensembl (Query — pierwsza
linijka w kazdym przyrownaniu).
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Dane dotyczace sekwencji genu RNF'165 zostaly poddane analizie filogenetycznej, ktorej
rezultaty postuzyly do skonstruowania metoda Neighbor Joining drzewa, ilustrujacego relacje
pokrewienstwa genetycznego pomig¢dzy szescioma badanymi sekwencjami (oznaczonymi od
1 Ex.1-8 do 6 Ex.1-8) oraz ich odlegtosci filogenetycznej od sekwencji referencyjnej (0_Ex.1-
8) (Ryc. 30). Uzyskane drzewo filogenetyczne sktada si¢ z dwoch nierozgalezionych kladow.
Jeden z nich zawiera sekwencj¢ referencyjna. Zajmuje ona peryferyjne potozone miejsce W
stosunku do pozostatych trzech sekwencji, tworzacych z nig wspdlny klad, a wigc 3 Ex.1-8,
5 Ex.1-8 oraz 6_Ex.1-8. Sekwencje te byty zlokalizowane w podobnej odlegtosci od sekwencji
referencyjnej, co wskazuje na brak wyraznych roznic genetycznych migdzy nimi. Drugi
oddzielny klad tworza sekwencje dwoch norek hodowlanych: 1_Ex.1-8, 2_Ex.1-8 oraz jednej
dzikiej 4_Ex.1-8. Wyniki wskazujg na pewien stopien zroéznicowania genetycznego pomiedzy
analizowanymi sekwencjami, przy jednoczesnym zachowaniu wysokiego podobiefistwa w

obrebie gldéwnego kladu, do ktorego nalezy sekwencja referencyjna.
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¥4 Ex.1-8

2
42 Ex.1-8
o]
#] Ex.1-8

>
93 Ex.1-8
gﬁ_[ft.l-H
G
@0 _Ex.1-8

@
*6 Ex.1-8

l3 . 8801

Rye. 30. Drzewo filogenetyczne wygenerowane metoda Neighbor-Joining (NJ) przy uzyciu narzgdzia BLAST, z maksymalng dopuszczalng r6znicg sekwencyjna
wynoszaca 0.75 (Max Seq Difference) dla genu RNF165. Sekwencj¢ referencyjng oznaczono jako 0 Ex.1-8. Sekwencje genu RNF'1635 nalezace do norek z
grupy hodowlanej oznaczono numerami 1 _Ex.1-8 do 3 Ex.1-8, natomiast sekwencje norek dziko zyjacych oznaczono numerami od 4 Ex.1-8 do 6 Ex.1-8.
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4.6.1. Analiza podobienstwa sekwencji nukleotydowej genu RNF165

W tabeli 17. przedstawiono procentowa zgodnos¢ sekwencji nukleotydowych genu
RNF165. Kazda z analizowanych sekwencji (oznaczona jako 0 Ex.1-8, 1 Ex.1-8, itd.) zostala
porownana z pozostalymi sekwencjami, a uzyskane warto$ci procentowe odzwierciedlaja
stopien identyczno$ci nukleotydowej pomiedzy nimi. Zaobserwowano wysoka homologie
sekwencji nukleotydowych, z wigkszo$cig pordwnan wykazujacych identycznos¢ na poziomie
od 99,8 do 100%. Sekwencje 3, 51 6 _Ex.1-8 wykazatly najwyzszy poziom podobienstwa z
sekwencja referencyjna, wynoszacy 99,9%, co sugeruje, ze sg one najbardziej zblizone do
referencyjnej sekwencji genu RNF165.Pozostate osobniki (1, 2 i 4 Ex.1-8) wykazaly
podobienstwo na poziomie 99,8% wzgledem sekwencji referencyjnej, co rowniez potwierdza
wysoki stopien identycznosci genetycznej. Ogolnie, wysoki procent podobienstwa
nukleotydowego genu RNFI165 migdzy badanymi osobnikami oraz wzgledem sekwencji
referencyjnej wskazuje na silng konserwatywnos$¢ tej sekwencji genetycznej w badanych
grupach zwierzat hodowlanych i dziko zyjacych. Tego rodzaju konserwatywno$¢ moze
sugerowac, ze gen RNF165 pelni istotne funkcje biologiczne, gdzie nawet niewielkie zmiany

w sekwencji moga by¢ negatywnie selekcjonowane.

Tabela 17. Ocena podobienstwa nukleotydowego [%] genu RNF165, pomiedzy referencja (0_Ex.1-8),
osobnikami z grupy norek fermowych (1_Ex.1-8 —3 Ex.1-8) i wolno zyjacych (4_Ex.1-8 — 6_Ex.1-8).

Seq-> 1 Ex1-8 2 Exl8 3 Exl8 4Exl18 5Exl8 6 Exl8
0 _Ex.1-8 99,8 99,8 99,9 99,8 99,9 99,9
1_Ex.1-8 100 99,9 100 99,9 99,9
2 Ex.1-8 99,9 100 99,9 99,9
3 Ex.1-8 99,9 100 100
4 Ex.1-8 99,9 99,9
5 Ex.1-8 100

Kolor czerwony— podobienstwo z sekwencja referencyjna.
Kolor zielony — podobienstwo w obre¢bie badanych grup - hodowlanych i dziko zyjacych.
Kolor niebieski- podobienstwo pomig¢dzy grupa fermowa i wolno zyjaca.

4.6.2. Analiza podobienstwa sekwencji aminokwasowej bialka RNF165

W tabeli 18. przedstawiono dane procentowe dotyczace zgodnoSci sekwencji
aminokwasowych biatka RNF165. Analiza podobienstwa aminokwasowego biatka RNF165
migdzy sekwencjami badanych osobnikéw (1 _Ex.1-8-6 Ex.1-8) a sekwencja referencyjng
(0_Ex.1-8) zostala przeprowadzona w celu oceny stopnia konserwatywnosci. Wyniki analizy
przedstawiono w formie macierzy procentowe]j identyczno$ci aminokwasowej. Uzyskane
wyniki wskazujg na bardzo wysoki stopien podobienstwa aminokwasowego biatka RNF165

zarowno pomiedzy sekwencja referencyjng a badanymi osobnikami, jak i pomig¢dzy samymi
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badanymi osobnikami. Podobiefistwo aminokwasowe pomig¢dzy sekwencja referencyjna
(0_Ex.1-8) a kazdym z analizowanych osobnikéw wynosi 99,70. Oznacza to, ze biatko RNF165

jest wysoce konserwatywne.

W przypadku badanych osobnikow (1 _Ex.1-8 - 6 Ex.1-8) zaobserwowano peing
identyczno$¢ (100%) sekwencji aminokwasowych, a wigc brak roznic strukturalnych biatka
RNF165 pomigdzy osobnikami hodowlanymi a dziko zyjacymi .Otrzymane wyniki wskazuja,
ze sekwencja aminokwasowa biatka RNF165 jest wysoce konserwatywna wsréd norek
wybranych do badan. Wysoka konserwatywnos$¢ sekwencji aminokwasowej biatka RNF165

moze sugerowac, ze biatko to pelni istotne funkcje biologiczne.

Tabela 18. Ocena podobienstwa sekwencji aminokwasowej biatka RNF165, pomigdzy referencja
(0_Ex.1-8), osobnikami z grupy norek fermowych (1_Ex.1-8 — 3 Ex.1-8) i wolno zyjacych (4 Ex.1-8
—6_Ex.1-8).

Seq-> 1 Ex1-8 2 Exl8 3 Exl8 4Exl18 5Exl8 6 Exl8
0 _Ex.1-8 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7 99,7
1_Ex.1-8 100 100
2 Ex.1-8 100
3 Ex.1-8
4_Ex.1-8 100 100
5 Ex.1-8 100

Kolor czerwony— podobienstwo z sekwencja referencyjna.
Kolor zielony — podobienstwo w obregbie badanych grup - hodowlanych i dziko zyjacych.
Kolor niebieski- podobienstwo pomigdzy grupa fermowa i wolno zyjaca.

4.6.3. Porownanie sekwencji aminokwasowych bialka bedacego produktem ekspresji
genu RNF165

Biatko RNF165 (ang. ring finger protein 165) jest to ligaza ubikwitynowo-biatkowa
E3 ARK2C, a wigc biatko pelnigce funkcje enzymatyczne w komorkach eukariotycznych.
Sekwencje aminokwasowe zostaly wyrownane przy uzyciu algorytmu Mega 11. Rycina 31
przedstawia porownanie fragmentu sekwencji aminokwasowych biatka RNF165 u szeSciu
badanych osobnikéw (oznaczonych numerami od 1 do 6) w odniesieniu do sekwencji
referencyjnej (oznaczonej numerem 0). Dopasowanie calej sekwencji aminokwasowej biatka
RNF165 zamieszczono w zalacznik 2. Sekwencja biatka wykazuje znaczng konserwatywnosc¢.
Wyjatek stanowi pozycja 199, w ktorej u wszystkich badanych osobnikéw (zaréwno
pochodzacych z grupy norek hodowlanych, jak i dziko zyjacych) odnotowano substytucje
argininy (R) na lizyn¢ (K). Mutacja RNF165 p.R199K jest mutacja zmiany sensu, co oznacza,
ze substytucja pojedynczego nukleotydu w DNA prowadzi do zmiany aminokwasu w sekwencji

biatka. Jezeli aminokwas jest zastgpowany przez inny aminokwas o zblizonych wlasciwosciach
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oznacza to, iz mutacja missensowna. W tym przypadku mutacja zmiany sensu jest
konserwatywna, gdyz aminokwas jest zastepowany przez inny o zblizonych wiasciwosciach.
W tym przypadku arginina o wilasciwosciach zasadowych zostata zastgpiona lizyna, ktora
rowniez jest polarna. Zmiany aminokwasow sg lepiej tolerowane na powierzchni biatka, niz w
jego wewnetrznej czgsci. W niektorych przypadkach nawet zmiana na aminokwas o innych

wlasciwos$ciach (np. polarny/niepolarny), na powierzchni proteiny bywa tolerowana.

SpeciesfADDry | %[ | %[5 | x| R |k k| ]| k| k| k]| || k| | ||| | ] | o] o | k| |k o | | R R k| | | ko] ok e ok | | ke ok k| | k| ok ok o | | k| k[ e | | k|| | ] |
1.0 YPIYPEILHFLAL RH AV R
21 YPYPBILHFLAL RH AV R
3.2 YPYPERLHFLAL RH AVR
4.3 YEYP@ILHFLAL RH AVER
5.4 YPYPBILHFLAL RH AV R
6.5 YPYPERLHFLAL RH AVR
7.6 YREYPEILHFLAL RH AVER

Y
& Y
3l Y
Y
& Y
Gl Y

- - - - - -
T T D U O WO

Ryec. 31. Dopasowanie fragmentéw sekwencji aminokwasowych biatka RNF165 z ujawniong mutacja
p. R199K. Sekwencje przedstawione na rycinie pochodza od osobnikéw z grupy hodowlanej
(oznaczonych numerami od 1 do 3) oraz osobnikow z grupy norek dziko zyjacych (od 4 do 6). Zostaly
one porownane z sekwencjg referencyjng (0). Zmiana typu missense zostata zaznaczona na rycinie
czerwona petla, za$ gwiazdkami (*) oznaczono miejsca konserwatywne.

4.6.4. Analiza in silico wplywu polimorfizmu na funkcjonalnos$¢ biatka RNF165 z
wykorzystaniem macierzy heatmap

Na ryc. 32 przedstawiono heatmape¢ efektéw funkcjonalnych substytucji w biatku
RNF165. W sekwencji aminokwasowej polimorfizm dotyczy argininy, ktora wystepuje w
sekwencji referencyjnej w pozycji 199, za§ u wszystkich badanych osobnikéw zostata
zastgpiona lizyng (W pozycji zaznaczonej niebieskim kotkiem). Zgodnie z legenda
jasnoczerwone pole wskazuje na staby wpltyw polimorfizmu RNF165 p.R199K na
funkcjonalny efekt. Warto$¢ dla efektu odczytana na heatmapie wynosi 33. Warto$¢ ta w
kontekscie mapy cieplnej wskazuje na umiarkowany wptyw mutacji na funkcje biatka RNF165.
Mutacja p.R199K moze powodowaé pewne zmiany w strukturze lub funkcji biatka, cho¢
niekoniecznie prowadzi do catkowitej utraty jego aktywnosci. Wynik rdwny 33 sugeruje, ze
mutacja p.R199K moze mie¢ umiarkowany wplyw na funkcjonowanie biatka RNF165,
prowadzac do czgsciowego uposledzenia jego funkcji, np. w regulacji sygnalizacji komoérkowej

lub w innych procesach zwigzanych z funkcjami tego biatka.

Arginina (Arg, R) jest aminokwasem zasadowym, charakteryzujacym si¢ obecnoscia
bocznego tancucha zakonczonego grupa guanidynowa. W warunkach fizjologicznych, arginina
wystepuje w formie dodatnio natadowanej, co wynika z protonowania grupy guanidynowe;.
Arginina jest aminokwasem polarnym. Jej boczny tafcuch sprawia, ze ma duza zdolnos¢ do

tworzenia wigzan wodorowych, co pozwala jej na interakcje z wodg oraz innymi czasteczkami
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polarnymi. Ze wzgledu na zasadowy charakter bocznego tancucha, punkt izoelektryczny (pl)
argininy jest stosunkowo wysoki w poréwnaniu do innych aminokwaséw i wynosi 10,76.
Oznacza to, ze przy tym pH arginina wystepuje w formie oboje¢tnej. Lizyna (Lys, K) jest jednym
z podstawowych aminokwasow, ktérego tancuch boczny zakonczony jest grupg aminowa , co
nadaje mu zasadowy charakter. W warunkach fizjologicznych lizyna jest natadowana dodatnio
ze wzgledu na przyltaczanie protondw do grupy aminowej. Lizyna, podobnie jak arginina, jest
aminokwasem polarnym, dobrze rozpuszczalnym w wodzie, zdolnym do tworzenia wigzan
wodorowych oraz oddziatywan elektrostatycznych. Lizyna ma punkt izoelektryczny (pl)
wynoszacy 9,74.
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Ryec. 32. Przewidywanie efektow funkcjonalnych polimorfizmu RNF165 p. R199K. Heatmapa
substytucji aminokwaséw w biatku RNF165 zostala przygotowana w aplikacji SNAP2, przedstawia
polimorficzny aminokwas w stosunku do biatka referencyjnego.

Zardéwno arginina, jak i lizyna wykazuja zblizone wlasciwosci fizykochemiczne,
charakteryzujac si¢ zasadowymi tancuchami bocznymi o dodatnim tadunku. Oba aminokwasy
posiadaja grupy funkcyjne, ktéore w warunkach fizjologicznych sa protonowane, co nadaje im
zdolno$¢ do tworzenia silnych oddziatywan elektrostatycznych. Ponadto, zblizone warto$ci
punktow izoelektrycznych (pI) obu aminokwaséw wskazuja na podobne zachowanie w
zmiennych warunkach pH. Podobnymi wlasciwosciami fizykochemicznymi aminokwasow
mozemy wytlumaczy¢ fakt, iz pomimo zmiany nukleotydu, a nast¢pnie zmiany aminokwasu

wplyw tego polimorfizmu na funkcjonalno$¢ biatka RNF165 jest niski w badaniu in silico.
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4.7. Polimorfizm sekwencji genu SKOR?2

Polimorfizm sekwencji genu SKOR2 (SKI family transcriptional corepressor 2)
pobranej z bazy Ensembl (o identyfikatorze ENSNVIG00000001287.1) zostal oceniony
wzgledem innych sekwencji tego genu zdeponowanych w bazie NCBI. Analiz¢ wykonano przy
uzyciu algorytmu BLASTN. Zastosowano baz¢ zapytania ‘core nt’, a dlugo$¢ zapytania
wynosita 3031 nukleotydow. Wyniki analizy BLASTN dla sekwencji referencyjnej
przedstawiajace liste homologicznych sekwencji u réznych gatunkéw zwierzat wraz z
parametrami poréwnania, takimi jak zgodno$¢ procentowa, wartos¢ E, maksymalny wynik,
pokrycie zapytania, zamieszczono na rycinie 32. Po zawezeniu procentu podobienstwa do 98%,
wsrod wynikdéw pozostaty wylacznie sekwencje ssakéw nalezacych do rodziny tasicowatych
(Mustelidae). Najwyzsza zgodno$¢ (99,67%) zostala uzyskana dla przewidywanej sekwencji
genu SKOR2 u Neovison vison (zdeponowang pod numerem akcesyjnym XM 044240987.1) z
maksymalnym wynikiem (Max Score) wynoszacym 5544. Na drugim miejscu pod wzgledem
podobienstwa z wynikiem 98,35% uplasowaty si¢ dwa warianty transkrypcyjne X1 oraz X2
genu SKOR?2 u gatunku tchorz czarnotapy Mustela nigripes. Natomiast na trzecim miejscu pod
wzgledem podobienstwa z wynikiem 98,32% znalazty si¢ dwa warianty transkrypcyjne X1 oraz
X2 genu SKOR2 u gatunku norka europejska Mustela lutreola. Pozostate sekwencje
homologdéw genu SKOR?2, u takich gatunkéw jak fretka domowa Mustela putorius furo, borsuk
europejski Meles meles, czy wydra europejska Lutra lutra, rowniez wykazywaly wysoka
zgodno$¢ - powyzej 98%. Wérdd wynikow wyszukiwania pojawity si¢ takze: przewidywana
sekwencja genu SKOR2 u wydry morskiej Enhydra lutris kenyoni z podobienstwem rownym
98,15% oraz fragment chromosomu 13 kuny lesSnej Martes martes z procentem podobienstwa
rownym 98,08%. Stuprocentowe pokrycie zapytania oraz bardzo bliskie zeru wartosci E (E
value) dla wszystkich przyréwnan, §wiadczy o istotnosci analizy. Wyniki sugeruja, ze badana
sekwencja jest wysoce konserwatywna w obrebie rodziny tasicowatych oraz specyficzna
gatunkowo. Warto zwroci¢ uwage, ze porownywane sekwencje sg jedynie przewidywaniami
na podstawie bioinformatycznych algorytmow metoda Gnomon (Souvov 1 wsp., 2010) a nie

wynikami przeprowadzonych eksperymentow, stad konieczno$¢ ich zweryfikowania.
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=+ Add organism

Percent Identity

E value

Query Coverage

98

to| 100

to

to

Reset

Download ¥
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(] selectall 10 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results  MSA Viewer
Desciplion ScienlifE Name STE:E STEE:L g;i:: vafue |§Z:t Ach_en Accession
- - - - v

PREDICTED: Meovison vison SKI family transcriptional corepressor 2 (SKOR2),_mRMNA Neogale vison 5544 5544 100% 00  9967% 3033 XM_044240557 1
PREDICTED: Mustela nigripes SKI family transcriptional corepressor 2 (SKOR2), transcript variant X2, m_.. Mustela nigripes 5323 5323 100% 00 9835% 3998 XM_059409611.1
PREDICTED: Mustela nigripes SKI family transcriptional corepressor 2 (SKOR2), transcript variant X1, m... Mustela nigripes 5323 5323 100% 00 9835% 4044  XM_059409610.1
PREDICTED: Mustela lutreola SKI family transcriptional corepressor 2 (SKOR2), transcript variant X2, m... Mustela lutrecla 5317 5317 100% 00 9832% 3554 #M_059139659.1
PREDICTED: Mustela lutreola SKI family transcriptional corepressor 2 (SKOR2), transcript variant X1, m... Mustela lutreola 5317 5317 100% 00 9832% 3579 XM_059139658.1
PREDICTED: Mustela putorius furo SKI family transcriptional corepressor 2 (SKOR2), mRNA Mustela putoriu... 5306 5306 100% 00 98.25% 3756 XM_0450657741
PREDICTED: Enhydra lutris kenyoni SKI family transcriptional corepressor 2 (LOC111142763),_ mRNA Enhydra lutris k... 5289 5289 100% 00 9815% 3033  XM_022496060.1
PREDICTED: Meles meles SKI family transcriptional corepressor 2 (SKOR2), mRMNA Meles meles 5284 5284 100% 00 9812% 3251 #M_046025977 .1
PREDICTED: Lutra lutra SKI family transcriptional corepresser 2 (SKOR2), mRNA Lutra lutra 5262 5262 100% 00 9802% 3153  XM_047698358.1
Martes martes genome assembly, chromosome: 13 Martes martes 4521 5333 100% 00 9808% 936538086 OY734076.1

Ryec. 32. Poréwnanie sekwencji genu SKOR2 pobranej z bazy Ensembl z innymi sekwencjami dostgpnymi w bazie NCBI
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Na podstawie analizy na platformie BLAST z wykorzystaniem narzedzia MSA Viewer
oceniono polimorfizm molekularny genu SKOR2, poréwnujac sekwencje pobrang z bazy
Ensembl z innymi sekwencjami zdeponowanymi w bazie NCBI (rycina 33). Byty to homologi
genu SKOR2 u innych gatunkow z rodziny tasicowatych (Mustelidae). Analiza obejmowata
gatunki takie jak Mustela nigripes, Mustela putorius furo, Mustela lutreola, Lutra lutra, Meles
meles, Enhydra lutris kenyoni oraz Martes martes. Stwierdzono obecno$¢ 27 miejsc
polimorficznych, ktore sg rozproszone wzdtuz catej dtugosci sekwencji genu SKOR2: 21A>G,
72T>C, 403C>A, 450A>G, 471A>T, 576C>T, 579A>G, 582G>C, 597A>G, 603C>G,
609C>A, 642A>G, 855T>C, 1017A>G, 1023C>T, 1096A>G, 1318A>G, 1356A>G,
1467T>G, 1494T>G, 1719G>C, 1914C>A, 2022A>G, 2069A>C, 2292T>C, 2388T>C,
2472T>C, 2748T>G. Polimorfizmy te s3 substytucjami pojedynczych nukleotydéw (SNPs).
Trzy z nich 21A>G, 72T>C, 471A>T) dotycza zmiany pierwszego nukleotydu w kodonie, co
moze mie¢ wptyw na stabilno$¢ struktury RNA oraz zmiang kodowanego aminokwasu. Siedem
z nich réznicuje takze sekwencje przewidywang genu SKOR?2 dla Neogale vison (zdeponowang
w bazie danych NCBI pod numerem akcesyjnym XM 044240987.1) w odniesieniu do
sekwencji referencyjnej genu SKOR?2 pobranej z bazy Ensembl. Sg to:

e cztery tranzycje: S7T6C>T, 579A>G, 597A>G, 642A>G,

e oraz trzy transwersje 582G>C, 603C>G, 609C>A.
Analiza wykazata istnienie polimorfizmu molekularnego genu SKOR2 ws$rod gatunkow
nalezacych do rodziny tasicowatych. Gen SKOR? jest specyficzny gatunkowo.

Na podstawie analizy sekwencji genu SKOR?2 przeprowadzonej przy uzyciu algorytmu
BLAST wygenerowano drzewo filogenetyczne (Ryc.34). Analiza dotyczyla gatunkéw z
rodziny Mustelidae, gdzie poroéwnano podobiefistwo sekwencji mRNA genu SKOR2.
Sekwencje sa grupowane w trzy klady. Oddzielny klad tworzy sekwencja referencyjna genu
SKOR?2 pobrana z bazy danych Ensembl wraz z przewidywang sekwencja SKOR?2 dla norki
amerykanskiej (XM _044240987.1). Kolejny klad tworza sekwencje przewidywane genu
SKOR2 dla Meles meles, Enhydra lutris kenyoni oraz Lutra lutra. Kolejny klad zawiera
wylacznie gatunki z rodzaju Mustela: Mustela erminea, Mustela lutreola, Mustela putorius furo
1 Mustela nigripes. Maja one wysoce podobne transkrypty genu SKOR2, co sugeruje wspolne
cechy genetyczne zwigzane z tg rodzing. Drzewo pokazuje, ze pomiedzy gatunkami wystepuja
rézne poziomy podobienstwa sekwencji genu SKOR2, co mozna interpretowac jako
odzwierciedlenie ich ewolucyjnych relacji. Gatunki z tej samej grupy sa blizej spokrewnione,

a ich sekwencje genu SKOR? sg bardziej podobne.
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Rye. 33. Miejsca polimorficzne genu SKOR2 u Neogale vison w poréwnaniu do innych gatunkéw z rodziny tasicowatych (Mustelidae), ocenione za pomocg
narzgdzia Multiple Sequence Alignment (MSA Viewer).
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1880

1890

Query 5170027 (+)1

+

+

+

+ + + + + +

¥ GACGCTGAGAGCCTGGCTAAGCTGCACGGGGCGTCCGCGGGAGCGCCACACTCGGCCCAAGCGCATCACCACCACCACCATCACCACCCGCAC EACCLCCJCCACCL!CA!':’ 031 ‘

XM_044240987.1 (1)1 ¥ 3,033 Neogale vison
XM_050409611.1 (+)314 % ] L] 3,346 |Mustela nigripes
XM_059139659.1 (+)316 ¥ | ] 3,348 Mustela lutrecla
XM_045065774.1 (+)24 ¥ [ ] | ] 3,056 Mustela putorius furo
XM_022496060.1 ()1 ¥ A 3,033 Enhydra lutris kenyoni
XM_046025977.1 (+)134 ¥ n 3,166 Meles meles
XM_047698358.1 ()1 ¥ [ ] 3,027 Lutra lutra
0Y734076.1 {+)26,574,311 ¥ | | 26,608,368 Martes martes

cd. Rye. 33. Miejsca polimorficzne genu SKOR2 u Neogale vison w porownaniu do innych gatunkéw z rodziny tasicowatych (Mustelidae), ocenione za
pomoca narzgdzia Multiple Sequence Alignment (MSA Viewer).
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Sequence ID | start ] 1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020 2025 2030 2035 2040 2045 2050 2055 2060 2065 2070 2075 2080 2085 2090 2095 2/ End

l QOrganism

uery 5170027 (+)1 3,031

XM_044240987.1 (s)L ¥ —3 033 [Meogale vison
XM_059409611.1 ()314 3,346 nigripes
XM_059139659.1 (316 :5 3,348 Mustela lutreola
XM_045065774.1 (s)24 e 3,056 |Mustela putorius furo
¥M_022496060.1 (L ¥ 3,033 |Enhydra lutris kenyoni
XM _046025977.1 (+)[134 ¥ 3,166 |Meles meles
XM_047698358.1 ()L ¥ 3,027 |Lutra lutra
0Y734076.1 2657430 F ]+ v v v v a s a i B s i naa e a s B e e e e e e s e s+ o [26.608.38Martes martes
Sequence 1D | st | 2285 2090 2295 2300 2305 2310 2315 2320 2325 2330 2335 2340 2345 2350 2355 2360 2365 2370 2375 2380 2385 2390 2395 End | Organism

Query 5170027 (41  |Y GGAGGAAGATGAGGAGACGGGAGTCCTGCTAGCGGACCCCTTAGTCGGGGGCGGCCGGTACCTCCAGGGCCGAGGGCTGTCAGAGAAGGGGAGCAGCCGGGACCGTGCTCCGGCCE08 |

XM 0442400871 L Ble e e aie i seee e e ou e ee s aaa s ae s se e e et aa 44 s b sS4t a8 e 468 s s s asaea s ae 4 s ue s ebaasaaasassbaasea s eaenesene[3033 [Neogale vison
XM_059409611.1 (=)314 ¥ 3,346 nigripes
¥M_056139659.1_(+)316 % 3,348 |Mustela lutrecla
XM_045065774.1 ()24 ¥ 3,056 Mustela putorius furo
¥M_022496060.1 (=)L % 3,033 |Enhydra lutris kenyoni
XM 0460250771 (134 % 3,166 Meles meles
XM_047698358.1 (=)L ¥ 3,027 |Lutra lutra
0Y734076.1 (+)26.574.311 % 26.608.38Martes martes
e St MTes ame | ams v ows a0 oew a0 s om0 gas  ome s oW s  zw  xes  2w | & | ogawn

5170027 ()1 ¥ 3,031 |

XM_044240987.1 (=1 Ble e e e e e e e e e e e e v e e @@ @ w4 e @@ @ 8@ s @48 4 s @48 880 e @ & e s 4@ & 484 ma e84 e s a4 ws e w4 e e s e e e+« 3038 [Neogale vison
XM_059400611.1 (=314 ¥ 3,346 nigripes
XM_059139659.1 (+)316 ¥ 3,348 Mustela lutreola
XM_045065774.1 (=24 ¥ 3,056 |Mustela putorius furo
XM_022496060.1 (81 ¥ 3,033 Enhydra lutris kenyoni
XM_046025977.1 (+)134 ¥ 3,166 Meles meles
XM_047698358.1 (=1 ¥ 3,027 |Lutra lutra
0Y734076.1 [ 26.574.31 ¥ 6.608.38Martes martes
Sequence ID 1710 2715 2720 2725 2730 2735 2740 2745 2750 2755 2760 2765 2770 2775 2780 2785 2790 zr Organism
Query 5170027 i1 [¥ GGAGGAGATTTTTGGAGAGAGAGATCAGGTGAACACACTCAARGAGACAARATTCACCTCATTCACTCAAGAAGGATGT TGAARATA[B03L |
XM 0442400871 1 Ble oo e e e e e e s e e e e e e n e e e s e n e e a0 ooos offfle e e e s a e e wew e s a4 e s 4 e s s e s s s e s e s s s s s s« (3,033 [Neogale vison
XM_050409611.1 (=)314 % 3,346 nigripes
XM_059139659.1 (+)316 £ 3,348 Mustela lutreola
XM_045065774.1 (=)24 3 3,056 |Mustela putorius furo
XM_022496060.1 ()1 ¥ 3,033 [Enhydra lutris kenyoni
XM_046025977.1 (134 ¥ 3,166 Meles meles

*M 047698358.1 (=1 H 3.027  Lutra lutra

cd. Rye. 33. Migjsca polimorficzne genu SKOR2 u Neogale vison w pordwnaniu do innych gatunkow z rodziny tasicowatych (Mustelidae), ocenione za pomoca

narzgdzia Multiple Sequence Alignment (MSA Viewer).
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20_Ex.17

PREDICTED: Neovison vison SKI family transcriptional corepressor 2 (SKOR2), mRNA

PREDICTED: Meles meles SKI family transcriptional corepressor 2 (SKOR2), mRNA

PREDICTED: Enhydra lutris kenyoni SKI family transcriptional corepressor 2 (LOCL11142763), mRNA

PREDICTED: Lutra lutra SKI family transcriptional corepressor 2 (SKOR2), mRNA

PREDICTED: Mustela erminea SKI family transcriptional corepressor 2 (SKOR2), transcript variant X2, mRNA
SPREDICTED: Mustela lutreola SKI family transcriptional corepressor 2 (SKOR2), transcript variant X2, mRNA
PREDICTED: Mustela putorius furo SKI family transcriptional corepressor 2 (SKOR2), mRNA

PREDICTED: Mustela nigripes SKI family transcriptional corepressor 2 (SKOR2), transcript variant X2, mRNA

F, . @81

Rye. 34. Drzewo filogenetyczne ilustrujace przewidywane relacje ewolucyjne pomiedzy gatunkami z rodziny Mustelidae na podstawie sekwencji genu
SKOR?2.Analize wykonano metoda Neighbor-Joining (NJ) przy uzyciu narzedzia BLAST. Oznaczenie O_Ex.1-8 odnosi si¢ do referencyjnej sekwencji genu
SKOR? dla norki amerykanskiej (Neogale vison), uzyskanej z bazy danych Ensembl.

96



Polimorfizm molekularny genu SKOR2 u badanych osobnikéw norki amerykanskiej
(Neogale vison) zostal oceniony w odniesieniu do sekwencji referencyjnej, pobranej z bazy
danych Ensembl (o identyfikatorze ENSNVIG00000001287.1). Za pomocg narzedzia
BLASTN porownano sekwencje uzyskane od osobnikow z grupy norek hodowlanych
(oznaczonych jako 1 Ex.1-7, 2 Ex.1-7, 3_Ex.1-7) oraz dziko zyjacych (4 Ex.1-7, 5 Ex.1-7,
6 _Ex.1-7) do sekwencji referencyjnej oznaczonej symbolem 0 Ex.1-7. Wyniki analizy
porownawczej przedstawiono na ryc 35. Zastosowano baz¢ zapytania ‘core nt’, a dlugosé
zapytania wynosita 3033 nukleotydy. Query Cover wynosito 100%, co oznacza, ze cala
sekwencja referencyjna znalazta swoje dopasowanie w sekwencjach analizowanych osobnikdw.
Warto$¢ maksymalnego wyniku (Max Score) dla kazdej sekwencji wynosi 5596 (dla
wszystkich oprocz sekwencji 5 Ex.1-7, ktéra ma warto§¢ 5590), co wskazuje na wysoki
poziom dopasowania wszystkich sekwencji do sekwencji referencyjnej. Identycznosé
sekwencji wzgledem sekwencji referencyjnej wynosi 99,97% dla wszystkich sekwencji, z
wyjatkiem sekwencji 5 Ex.1-7, ktérej podobienstwo okreslono na poziomie 99,93%. Wyniki

te potwierdzaja wysoka zgodnos$¢ genetyczng migdzy analizowanymi sekwencjami.
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Job Title 0_Ex.1-7

RID C87BY6C4114 Search expires on 08-21 19:26 pm Download All v
Program Blast 2 sequences  Citation v

Query ID Icl|Query_7173206 (dna)

Query Descr 0_Ex.1-7
Query Length 3033
Subject ID Icl|Query_7173208 and 5 more subject(s) (dna)

Subject Descr See details v

Subject Length 18198

Graphic Summary Alignments

Filter Results

Percent Identity E value Query Coverage

io to (o]

Sequences producing significant alighments

select all 6 sequences selected

Description
-

6_Ex1-7
4 Fx1-7
3_ExA1-7
2 Ex1-7
1 _Ex1-7

NN << N

b Ex1-7

Download v Select columns ~  Show (2]

Graphics Distance tree of results  MSA Viewer

Scientific N Max Total Query E Per.  Acc.
cientific Name )
- Score Score Cover walue @ Ident | Len Accession
v s 4 - - . v

5596 5596 100% 0.0  99.97% 3033 Query_7173213
5596 5596 100% 0.0 99.97% 3033 Query_7173211
5596 5596 100% 0.0 9397% 3033 Query_7173210
5596 5596 100% 00 9997% 3033 Query_7173209
5596 5536 100% 0.0  9997% 3033 Query_T173208
5590 5530 100% 0.0  9993% 3033 Query 7173212

Rye. 35. Porownanie (alignments) sekwencji genu SKOR2 badanych osobnikow z sekwencja referencyjng pobrang z bazy Ensembl.
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Na podstawie analizy z wykorzystaniem narzedzia BLAST okreslono miejsca
polimorficzne w sekwencji genu SKOR2 u badanych norek (ryc. 36). Zidentyfikowano dwa
SNP:

etranswersje 3000A>T — obserwowang u wszystkich osobnikow, zarowno z grupy
norek hodowlanych, jak 1 dziko zyjacych

etranzycje 3017A>G — wykrytg wylacznie u jednego osobnika (5 Ex.1-7),
nalezgcego do grupy norek dzikich.

Query range 50: 2941 to 3000

Query 2941 CGAGAAGAAATGGTGCAACAGTTACAAATTATCCCCTATGCAGCAAGCTTGATCAGGAAL 3008
QUEPY_T173213 2941« oottt e e e e e e e T 3008
T L R Y T 3008
QUery 7173210 2941 « .ot e T 3000
QUarY 7173289 2941 « .ot e T 3008
QUErY 7173208 2941 oottt e e e e e e e e e T 3008
QUEPY_7173212 2981 o tetee e e et e et e e et e e e T 30o
Query 3001 GAAMAGCTTGGTGCCCATCTCAGCAAMAGCTAA 3833
Quary 7173213 3801 ...t 3033
Quary 7173211 3801 oenerneeneteiae et 3033
Query 7173210 3801  .euirniine et 3033
Query 7173289 3801 .. ...t 3033
Quary 7173288 3801  ..uirniineiie et 3033
Query 7173212 3801 ........een..... Goveieerieeinnns 3033

Ryc. 36. Miejsca polimorficzne w obrgbie genu SKOR2 skladajacego si¢ z fragmentow
zsekwencjonowanych eksonow, ktore zostaty ztozone w jeden contig dla poszczegdlnych osobnikow z
grupy zwierzat hodowlanych. (1_Ex 1-7 — Query 7173208, 2 Ex 1-7 — Query 7173209, 3 Ex 1-7 —
Query_7173210) oraz dziko zyjacych (4 _Ex 1-7 — Query 7173211, 5 Ex 1-7 — Query 7173212,6 Ex
1-7 — Query_7173213) w poréwnaniu do sekwencji referencyjnej pobranej z bazy Ensembl (Query-
pierwsza linijka w kazdym przyréwnaniu).

Zebrane dane dotyczace sekwencji genu SKOR2 zostaly poddane analizie
filogenetycznej, ktorej rezultaty postuzyty do skonstruowania dendrogramu, ilustrujacego
relacje pokrewienstwa pomigdzy badanymi osobnikami oraz sekwencja referencyjna 0_Ex.1-7
(Ryc. 37). Sekwencje oznaczone numerami 1_Ex.1-7, 2 Ex.1-7,3 Ex.1-7,4 Ex.1-7,5 Ex.I-
7 oraz 6_Ex.1-7 sg jednorodne genetycznie stad, jak wida¢ na dendrogramie tworzg wspolny
klad. Do tego kladu nalezy takze sekwencja 0 Ex.1-7, jednak jej oddalenie od pozostatych,
wskazuje na pewne réznice genetyczne. Z kolei sekwencja oznaczona numerem 5 Ex.1-7,
nalezaca do norki pochodzacej z grupy dzikich, wykazala najnizszy stopien pokrewienstwa
zardwno z sekwencja referencyjng, jak 1 z innymi analizowanymi sekwencjami, co zostato
zilustrowane na drzewie filogenetycznym jako oddzielnny klad. Podsumowujac, wyniki analizy
filogenetycznej wskazuja na znaczng jednorodno$¢ genetyczng migdzy osobnikami
hodowlanymi oraz dwoma dziko zyjacymi (4 Ex.1-7 oraz 6 _Ex.1-7), co potwierdza ich bliskie

pokrewienstwo. Jednoczesnie, zréznicowanie osobnika 5 Ex.1-7 wzgledem pozostatych

sekwencji sugeruje wystepowanie istotnych réznic genetycznych.
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#5 Ex.1-7
41 Ex.1-7
#2 Ex.1-7
9

44 Ex.1-7

*0_Ex.1-7

o

R

a6 Ex.1-7

Rye. 37. Drzewo filogenetyczne wygenerowane metoda Neighbor-Joining (NJ) przy uzyciu narzedzia BLAST, z maksymalng dopuszczalng rdznica
sekwencyjnag wynoszacg 0.75 (Max Seq Difference) dla genu SKOR2. Sekwencjg referencyjng oznaczono jako 0 Ex.1-7.Sekwencje genu SKOR?2 nalezace do
norek z grupy hodowlanej oznaczono numerami 1 _Ex.1-7 do 3_Ex.1-7, natomiast sekwencje norek dziko zyjacych oznaczono numerami od 4 Ex.1-7 do 6 Ex.1-
7.
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4.7.1. Analiza podobienstwa sekwencji nukleotydowej genu SKOR?2

W tabeli 19. zamieszczono procentowe podobienstwo sekwencji nukleotydowych genu
SKOR?2. Kazda z analizowanych sekwencji (oznaczona jako 0 Ex.1-7, 1 Ex.1-7, itd.) zostata
porownana z pozostatymi, a uzyskane warto$ci procentowe odzwierciedlajg stopien
identyczno$ci nukleotydowej pomiedzy nimi. Zaobserwowano wysoka homologie sekwencji
nukleotydowych, z wiekszo$cig poréwnan wykazujacych identyczno$¢ na poziomie 100%.
Sekwencja referencyjna (0 _Ex.1-7) wykazuje 99,9% podobienstwa do wszystkich pozostatych
sekwencji (1 _Ex.1-7 do 6 Ex.1-7). Jest to wysoki stopien zbiezno$ci, wskazujacy na bliskie
pokrewienstwo genetyczne pomigdzy badanymi osobnikami a sekwencja referencyjna.
Sekwencje 1 _Ex.1-7,2 Ex.1-7,3 Ex.1-7,4 Ex.1-7 oraz 6 Ex.1-7 sg jednorodne genetycznie.
Sekwencja 5 Ex.1-7 wykazuje nieco nizszy stopien podobienstwa (99,9%) w poréwnaniu do
pozostatych sekwencji. Roznica ta, cho¢ niewielka, sugeruje istnienie pojedynczych zmian
nukleotydowych (np. SNP) w tej sekwencji. Jest to zgodne z wczesniejszymi analizami, ktore

wskazywatly na obecno$¢ unikalnego polimorfizmu w tej sekwencji - tranzycji 3017A>G.

Tabela 19. Ocena podobienstwa nukleotydowego [%] genu SKOR2, pomiedzy referencja (0 Ex.1-8),
osobnikami z grupy norek fermowych (1_Ex.1-7 — 3 Ex.1-7) i wolno zyjacych (4_Ex.1-7-6_Ex.1-7).

Seq-> 1 Ex1-7 2 Ex1-7 3 Ex1-7 4 Ex17 5Exl17 6 Exl®6
0_Ex.1-7 99,9 99,9 99,9 99,9 99,9 99,9
1 Ex.1-7 100 100 100 99,9 100
2 Ex.1-7 100 100 99,9 100
3 Ex.1-7 100 99,9 100
4 Ex.1-7 99,9 100
5 _Ex.1-7 99,9

Kolor czerwony— podobienstwo z sekwencja referencyjna.
Kolor zielony — podobienstwo w obrebie badanych grup - hodowlanych i dziko zyjacych.
Kolor niebieski- podobienstwo pomiedzy grupa fermowa i wolno zyjaca.

4.7.2. Analiza podobienstwa sekwencji aminokwasowej biatlka SKOR2

W tabeli 20. zamieszczono dane dotyczace zgodnos$ci sekwencji aminokwasowych
biatka SKOR2. Uzyskane wyniki wskazuja na bardzo wysoki stopien podobienstwa
aminokwasowego biatka zaréwno pomiedzy sekwencjg referencyjng a badanymi osobnikami,
jak 1 pomiedzy samymi badanymi osobnikami. Najbardziej zrdéznicowang sekwencje
aminokwasowg posiada osobnik z grupy norek dzikich oznaczony 5 Ex.1-7, ktorego biatko

rozni si¢ w 0,2% od referencyjnego oraz o 0,1% od biatka pozostalych osobnikow.
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Tabela 20. Ocena podobienstwa sekwencji aminokwasowej biatka SKOR2, pomigdzy referencja
(0_Ex.1-7), osobnikami z grupy norek fermowych (1_Ex.1-7 — 3 _Ex.1-7) i wolno zyjacych (4_Ex.1-7
-6 _Ex.1-7).

Seqg-> 1 Ex.1-7 2 Ex.1-7 3 Ex.1-7 4 Ex.1-7 5 Ex.1-7 6_Ex.1-6
0_Ex.1-7 99,9 99,9 99,9 99,9 99,8 99,9
1 Ex.1-7 100 100 100 99,9 100
2_Ex.1-7 100 100 99,9 100
3_Ex.1-7 100 99,9 100
4 Ex.1-7 99,9 100
5 Ex.1-7 99,9

Kolor czerwony— podobienstwo z sekwencja referencyjng.
Kolor zielony — podobienstwo w obrgbie badanych grup - hodowlanych i dziko zyjacych.
Kolor niebieski- podobienstwo pomi¢dzy grupa fermowa i wolno zyjaca.

4.7.3. Porownanie sekwencji aminokwasowych bialka bedacego produktem ekspresji
genu SKOR?2

Rycina 38 przedstawia wyniki wielokrotnego porownania fragmentu sekwencji
aminokwasowej biatka SKOR2, obejmujgcego regiony zawierajace substytucje aminokwasowe
p.K1000N oraz p.H1006R, uzyskane dla osobnikéw z grupy norek hodowlanych i dziko
zyjacych. Zmiany te zidentyfikowano w programie Mega 11. Dopasowanie calej sekwencji
aminokwasowej biatka SKOR2 zamieszczono w zalacznik 3. Substytucja p.K1000N
(oznaczona strzatka na rycinie) wystepuje u wszystkich osobnikéw norek (hodowlanych i dziko
zyjacych) w poréwnaniu z sekwencja referencyjng. W tej pozycji zaszta zmiana zasadowej
lizyny (K) na polarna, asparagine (N). Substytucja p.H1006R (zaznaczona petla na rycinie) jest
obecna wytacznie u osobnika 5 Ex.1-7. Zmiana ta polega na substytucji histydyny (H), reszty

aromatycznej, na argining (R), zasadowg reszte o dodatnim tadunku.

!

SpeCleS/AbbfV LR AR AR AR 2R 25 2R SR 2 28 2R 2E 2 2R 2R N 2 2R IR R S IR 28 LR AR R A8 LR AR R A
1.0 Ex.1-7 RELAYR MV LI IPYAASLIRKEKLGAHLESKS *
2.1 Ex.1-7 RELAYR MV I 1TPYAASLIR KLEBAHLSKS *
3.2 Ex1-7 RELAYR MV I 1T PYAASL IR KLEBAHLSKS *
4.3 Ex.1-7 RELAYR MV I 1T PYAASILIR KLEBAHLSKS *
5.4 Ex.1-7 RELAYR MV I 1T PYAASLIR KLEAHLSKS *
6.5 Ex.1-7 RELAYR MV I ITPYAASILIR KL LSKS *
RyZ: 63?3(.'1Isopasowa‘llt Lfélgrrﬁ Mg,e 'alr{li?lo Aa‘s‘ l'c'h .%( g : 5 a;::zonymi

polimorfizmami p.K1000N oraz p.H1006R. Sekwencje przedstawione na rycinie pochodza od
osobnikow z grupy hodowlanej (od 1 Ex.1-7 do 3 Ex.1-7) oraz od osobnikow z grupy dziko zyjacych
(od 4 Ex.1-7 do 6 Ex.1-7) zostaly poréwnane z sekwencja referencyjna (0 Ex.1-7). Zmiany typu
missense zostaly zaznaczone na rycinie czerwong strzatkg oraz petla; gwiazdkami (*) oznaczono
miejsca konserwatywne.
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4.7.4. Analiza in silico wplywu polimorfizméw p. K1000N oraz p. H1006R na

funkcjonalnos¢ bialka SKOR2 z wykorzystaniem macierzy heatmap

Do oceny przewidywanych efektow funkcjonalnych wynikajacych z substytucji
SKOR2 p.K1000N oraz p.H1006R wykorzystano macierz cieplng (rycina 39) wygenerowang za

pomocg narzedzia bioinformatycznego SNAP2.
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Ryec. 39. Przewidywanie efektow funkcjonalnych polimorfizmu SKOR2 p. K1000N oraz p. HIO06R.
Heatmapa substytucji aminokwaséw w biatku SKOR2 przygotowana w aplikacji SNAP2, przedstawia
polimorficzne aminokwasy w stosunku do biatka referencyjnego.

Mapa cieplna przedstawia profil wpltywu roéznych mutacji na poziomie
aminokwasowym, gdzie kazda pozycja w bialku SKOR2 jest analizowana pod katem
potencjalnych efektow substytucji na funkcj¢ biatka. Taka analiza pozwala na lepsze
zrozumienie molekularnych podstaw zmian w biatku SKOR2 u norek amerykanskich i ich
potencjalnego wptywu na reakcje obronne oraz adaptacje tych zwierzat. Na mapie cieplnej
zaznaczono (czerwong petla) dwa punkty, ktore wskazuja pozycje, w ktorych wykryto
substytucje aminokwasowe: p. K1000N (score: -55) oraz p. H1006R (score: 2). Obydwie
substytucje zlokalizowane sg w regionie C-koncowym biatka SKOR2. Analiza in silico
sugeruje, ze polimorfizm p.K1000N moze wykazywaé pewien poziom negatywnego wplywu
na funkcjonalno$¢ biatka, podczas gdy zmiana p. HIO06R wykryta wylgcznie u jednego
osobnika z grupy dziko zyjacych (5 Ex.1-7) ma raczej neutralny wptyw na biatko SKOR2.
Polimorfizm ten prawdopodobnie nie wywotuje znaczacego efektu strukturalnego ani

funkcjonalnego w poréwnaniu do biatka referencyjnego.
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5. Dyskusja

Badania polimorfizméw sekwencji DNA u norek hodowlanych oraz dziko zyjacych
dostarczaja cennych informacji na temat réznorodno$ci genetycznej tych grup, a takze
pozwalaja na zrozumienie wptywu zmiennos$ci genetycznej na funkcjonalno$¢ biatek, takich
jak SRSF5, RNF165 oraz SKOR2. Zidentyfikowane polimorfizmy w sekwencjach badanych
genow (SRSFS5, RNF165 oraz SKOR?2) wskazujg na obecno$¢ zmiennosci genetycznej w obu

grupach norek.

Wyniki badan wilasnych wykazaty, ze polimorfizmy w genie SRSF5 wystepuja
wytacznie u norek hodowlanych, a ich brak u dziko zyjacych osobnikow moze sugerowac
roznice w presji selekcyjnej pomiedzy tymi grupami. Zidentyfikowano trzy zmiany
nukleotydowe w sekwencji genu SRSF3, ktore roznicujg badane grupy. Pierwszg z nich byla
transwersja 173A>C wykryta jedynie u osobnikéw z grupy hodowlanej (1_Ex.1-8, 2 Ex.1-8,
3 Ex.1-8). Fakt, ze mutacja ta wystepuje tylko w populacji hodowlanej, moze sugerowac
wptyw selekcji hodowlanej, gdzie sztuczne dobory mogly sprzyja¢ powstaniu i utrzymaniu tej
mutacji. Z kolei brak tej zmiany u osobnikéw dziko zyjacych moze wskazywaé na odmienne
strategie adaptacyjne w naturalnym srodowisku, w ktérym mutacje wptywajace na kluczowe
procesy, takie jak splicing, moglyby by¢ eliminowane w wyniku doboru naturalnego. Kolejnym
polimorfizmem byla insercja 758ins.T — wykryta wylacznie u jednego osobnika hodowlanego
(3_Ex.1-8). Tego typu zmiana moze w istotny sposéb wplywac na funkcj¢ biatka, prowadzac
do zmiany ramki odczytu lub przerwania syntezy biatka. Z uwagi na to, Ze mutacja ta wystepuje
jedynie u jednego osobnika z grupy hodowlanej, sugeruje to, ze moze by¢ wynikiem pracy
hodowlanej. Trzecim polimorfizmem w obrgbie genu SRSF5 byla transwersja 916G>T —
wykryta u tego samego osobnika (3 _Ex.1-8) z grupy hodowlanej, co podkresla
wewnatrzgrupowg zmienno$¢ genetyczng wsrdod norek hodowlanych. Obecnos$¢ kilku
polimorfizmow u jednego osobnika moze $swiadczy¢ o unikalnych wariantach genetycznych,
ktére moga stanowi¢ przyczynek do prowadzenia selekcji w kierunku zmian w fenotypie, za
ktére odpowiada gen SRSF3S.

Fakt, ze wszystkie zidentyfikowane polimorfizmy genu SRSF5 dotycza wytacznie
norek hodowlanych sugeruje, ze zwierzg¢ta te charakteryzujg si¢ pewnymi unikalnymi
mutacjami, ktore moga wpltywac poprzez selekcje na ksztattowanie si¢ ich fenotypu. Z drugiej
strony, brak takich specyficznych polimorfizméw u norek dziko zyjacych moze wynika¢ z
roznych warunkéw $Srodowiskowych, ktére promuja odmienny zestaw wariantow

genetycznych, bardziej przystosowanych do przetrwania w naturalnym $rodowisku. Brak
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zmienno$ci w przypadku zwierzat dzikich moze wynika¢ z proceséw adaptacyjnych do
otaczajacego srodowiska, w ktérych na drodze naturalnej selekcji uzyskano norki najlepiej
odnajdujace si¢ w niekorzystnych warunkach srodowiskowych (ograniczony okresowo dostep
do pozywienia, brak suplementacji witamin, mikro- 1 makroelementéw itp.), co moze
powodowac ostabienie uktadu odpornosciowego.

Badania wtasne wykazaty istnienie dwoch polimorfizméw w sekwencji genu RNF165
u badanych osobnikéw: tranzycji 141A>G oraz 596A>G. Zmiana 141A>G mimo, iz
wystepowata zardwno u osobnikow z grupy hodowlanej (1 _Ex.1-8 oraz 2 Ex.1-8), jak 1 dzikiej
(4_Ex.1-8), nie skutkowala zmiang aminokwasu, a tym samym zmiang struktury i funkcji biatka
RNF165. Drugi zidentyfikowany polimorfizm jest szczeg6lnie interesujacy ze wzgledu na jego
obecnos$¢ u wszystkich analizowanych osobnikéw, zarowno hodowlanych, jak i dziko zyjacych.
Tranzycja 596A>G, ktora odpowiada zmianie w sekwencji biatka p.R199K, wplywie na jego
funkcjonalno$¢ oceniong przez program SNAP2 na poziomie 33, co oznacza, ze wywiera
umiarkowany wptyw na fenotyp. Obecno$¢ wspdlnych polimorfizméw zar6wno w populacjach
hodowlanych, jak i1 dziko Zyjacych, takich jak 141A>G 1 596A>G, moze S$wiadczy¢ o
wspolnym pochodzeniu. Podsumowujac, wyniki te wskazujg na istnienie polimorfizméow
nukleotydowych w genie RNFI165 zaréwno u norek hodowlanych, jak i dziko zyjacych.
Wspdlne mutacje moga odzwierciedla¢ ewolucyjng histori¢ tych populacji, a ich analiza moze
dostarczy¢ cennych informacji na temat procesow adaptacyjnych i genetycznych zachodzacych
w populacjach norek. Dalsze badania, w tym analiza funkcjonalna tych polimorfizméw, s3
konieczne, aby w pelni zrozumie¢ ich wplyw na ekspresj¢ genu oraz zwigzane z nim
mechanizmy molekularne.

Na szczegdlne podkreslenie zastuguje gen SKOR2, gdyz mimo niewielkiej liczby
miejsc polimorficznych, wykryto dwie zmiany niesynonimiczne. W przeprowadzonych
analizach zidentyfikowano: transwersj¢ 3000A>T, wystepujaca zardéwno u wszystkich norek
hodowlanych, jak 1 dziko zyjacych, oraz tranzycje 3017A>G, obserwowana wylacznie u
jednego osobnika z grupy norek dzikich (5 Ex.1-7). Obecno$¢ polimorfizmoéw w obu grupach
sugeruje, ze mimo izolacji hodowlanej, pewne polimorfizmy sa wspolne dla obu grup, co moze
wynika¢ z bliskiego pokrewienstwa genetycznego. Pomimo wystepowania polimorfizmu
3000A>T u wszystkich badanych osobnikow, jego efekt funkcjonalny na biatko ma charakter
neutralny. Mutacja jest powszechna w grupie norek, ale nie wptywa na funkcje¢ biatka. Z kolei
tranzycja 3017A>G, zidentyfikowana u osobnika 5 Ex.1-7, powoduje zmiang¢ aminokwasu w
biatku SKOR2 p.H1006R.

Problemem zréznicowania norek hodowlanych i1 dziko zyjacych bazujac na
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informacjach markeréw molekularnych zajmowata si¢ Michalska-Parda i wsp. (2009) oraz
Horecka (2015, 2019). Na podstawie analizy 11 /oci mikrosatelitarnych Michalska-Parda i wsp.
(2009) wykazali, ze norki hodowlane i wolno zyjace na terenie Polski stanowig dwie
genetycznie blisko spokrewnione, ale odrebne grupy.

Zupehie odmienne rezultaty wskazujace na odrgbnos¢ migdzy populacjami zwierzat
dziko zyjacych a hodowlanych, oparte na analizie polimorfizmu mikrosatelitarnego, réznic
mtDNA i wybranych sekwencji genow jadrowych przedstawita w swojej dysertacji doktorskie;j
Horecka (2015). W swoich badaniach na podstawie 23 sekwencji mikrosatelitarnych
stwierdzita réznice w liczbie i rodzaju alleli zidentyfikowanych w populacjach norki
amerykanskiej hodowlanej, dziko zyjacej i zdziczatej, w tym wystepowanie alleli prywatnych.
Wykazata podzial polskiej populacji wolno zyjacej na dwie odrgbne genetycznie subpopulacje:
ponocno-wschodnig charakteryzujaca si¢ znacznym podobienstwem genetycznym do
rodzimej populacji norek z Ameryki Poélnocnej i1 poOlnocno-zachodnia o wigkszym
podobienstwie genetycznym do norek fermowych (Horecka, 2015). Na podstawie analizy DNA
mitochondrialnego 5 genow CYTB, COI, COIl, ND4, ATP6 stwierdzita obecnos¢ ,,haplotypoéw
podstawowych”, gdzie najwyzszym zroéznicowaniem genetycznym charakteryzowala si¢
populacja norki dzikiej potnocnoamerykanskiej, natomiast najnizszym — polska populacja norki
zdziczalej (Horecka, 2019). Wykazata wysoki konserwatyzm w obrebie badanych fragmentow
genow jadrowych TYR 1 LYST, wskazujac na ograniczone ich wykorzystanie w badaniach
zrdznicowania genetycznego populacji norki amerykanskiej (Horecka, 2015).

Pomimo sugestii, ze geny jadrowe wykazujg konserwatyzm, w badaniach wtasnych
wykazano istnienie wielu polimorfizméw zarowno w populacji norek dziko zyjacych, jak 1
hodowlanych w obrebie genow SRSF5, RNF165 1 SKOR2. Prowadzenie dalszych badan,
obejmujacych wigksza liczbe osobnikéw oraz loci genowych, moze dostarczy¢ bardziej
szczegdtowych informacji na temat zmiennosci genetycznej i jej wptywu na fenotypy norek
hodowlanych 1 dziko zyjacych.

Na podstawie przeprowadzonych analiz mozna stwierdzi¢, ze populacje norek
hodowlanych i dziko Zyjacych r6znig si¢ pod wzgledem stopnia polimorfizmu genetycznego w
genach SRSF5, RNF165 oraz SKOR2. Osobniki hodowlane wykazuja wyzszy poziom
polimorfizmu w genie SRSFJ, co moze by¢ wynikiem intensywnej selekcji cech uzytkowych
w procesie hodowli. W przeciwienstwie do tego, populacje dziko zyjace charakteryzuja si¢
brakiem polimorfizméw w tym genie. W przypadku genu RNF'165 rdznice migdzy populacjami
sa mniej wyrazne. Jednakze obecno$¢ wspdlnych mutacji w obu grupach zwierzat wskazuje na

istnienie wspolnego przodka, od ktoérego pochodzi zaréwno populacja hodowlana, jak 1 dziko
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zyjaca. W odniesieniu do genu SKOR2, polimorfizm 3017A>G wykryty wylacznie u norki
dzikiej (5_Ex.1-7) moze wskazywaé na wyzsza roznorodno$¢ genetyczng w tej grupie.
Polimorfizmy wystepujace w grupie norek hodowlanych to: SRSF5: 173A>C, 758ins.T,
916G>T; RNF165 141 A>G, 596 A>G oraz SKOR?2 3000A>T. Natomiast w grupie norek dzikich
zaobserwowano: RNF165 141A>G, 596A>G oraz SKOR2 3000A>T, 3017A>G.
Podsumowujac, rdznice w zakresie polimorfizmu genetycznego mi¢dzy norkami hodowlanymi
a dziko zyjacymi wskazuja na istotng rol¢ selekcji w procesach hodowlanych, ktéore moga
prowadzi¢ do zwigkszenia roznorodnosci genetycznej w obrgbie pewnych gendw, takich jak
SRSF5.

W podjetych badaniach stwierdzono zréznicowanie nukleotydowe w obrgbie
wybranych eksonow trzech genow (SRSFS5, RNF165, SKOR2) pomigdzy poszczegdlnymi
osobnikami. Gen SRSF5 skladal si¢ z oSmiu eksondw. Miejsca polimorficzne genu SRSFS5
zidentyfikowane w niniejszych badaniach to: 173A>C, insercja 758ins.T oraz transwersja
916G>T. Polimorfizm 173A>C, zlokalizowany w pierwszym eksonie, a dokladnie w jego
obszarze 5'UTR, nie wptywa bezposrednio na sekwencj¢ kodujaca biatko, lecz moze wplywac
na regulacje transkrypcji lub stabilnos§¢ mRNA. Zgodnie z doniesieniami Master i Nauman
(2014), obszary 5S'UTR odgrywaja kluczowa role w regulacji inicjacji translacji, co wskazuje,
ze mutacja zlokalizowana w tym regionie moze wplywac¢ na poziom ekspresji genu bez
bezposredniego oddziatywania na sekwencje kodujaca biatko. Takie zmiany moga
modyfikowaé stabilnos¢ mRNA, efektywno$¢ translacji lub sposdb wigzania si¢ z biatkami
regulatorowymi, a tym samym wptywac na procesy posttranskrypcyjne. Jak wskazuje Kwinta
(2008) specyficzne sekwencje mRNA umiejscowione w 5’UTR mogg w duzej mierze
kontrolowa¢ potranskrypcyjng regulacje ekspresji genow. Podkresla on rowniez, Ze inicjacja
translacji jest kluczowym etapem regulacyjnym, w ktorym struktura 5’UTR odgrywa
fundamentalng role, wptywajac na zdolno$¢ wigzania czynnikéw biatkowych inicjujacych
translacj¢. Zmienno$¢ sekwencji w obrebie regionu 5’UTR genu moze takze mie¢ znaczenie w
patogenezie wybranych nowotworoéw (Kwinta, 2008). Przyktadem jest mutacja typu transwersji
G-34T, zlokalizowana 34 pary zasad przed trojka startowa w obszarze 5’UTR genu CDKN24,
ktora, jak podaje Liu i wsp. (1999), predysponuje do rozwoju czerniaka.

Z kolei insercja 758ins.T, zlokalizowana w obrebie siodmego eksonu genu SRSF5,
wptywa na sekwencje kodujaca, co moze prowadzi¢ do zmiany ramki odczytu. Tego typu
mutacja moze skutkowa¢ produkcja niefunkcjonalnego biatka, potencjalnie zmieniajac jego
struktur¢ 1 funkcje, a nawet prowadzi¢ do przedwczesnego zakonczenia translacji. Zmiana ta

moze mie¢ istotny wpltyw na wtasciwosci biatka SRSFS5, ktoére pelni role w regulacji splicingu.
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Polimorfizm 916G>T dotyczy cze$ci kodujacej genu SRSF5, a dokladnie jego
ostatniego, a wigc 6smego eksonu. Skutkuje on zmiang pojedynczego aminokwasu p.S2291.
Tego typu mutacje, ktore wystepuja w koncowych eksonach, moga mie¢ znaczacy wptyw na
terminacyjny etap biosyntezy biatka, co moze mie¢ implikacje dla jego stabilno$ci oraz
interakcji z innymi biatkami. Holbrook i wsp. (2004) oraz Khajavi i wsp. (2006) stwierdzili w
swoich badaniach, ze mutacje typu SNP missensownego, zlokalizowane w ostatnich eksonach,
moga znaczaco wptywacé na strukturalne i funkcjonalne wtasciwosci kodowanego biatka, a
takze na przebieg translacji. W odr6znieniu od mutacji nonsensownych, ktore czesto prowadzg
do degradacji mRNA przez mechanizm NMD (nonsense-mediated mRNA decay), mutacje
missensowne w koncowym eksonie omijajg ten proces, co pozwala na powstanie petnej, cho¢
zmienionej wersji biatka. Skutki takiej mutacji zaleza od lokalizacji zmiany nukleotydu, a co
za tym idzie aminokwasu oraz jego wplywu na konformacje, stabilno$¢ oraz funkcje biatka
(Holbrook i wsp., 2004; Khajavi i wsp., 2006). Teraoka i wsp. (1999) w badaniach stwierdzili,
ze mutacje w ludzkim genie ATM, zlokalizowane w ostatnim eksonie powoduja zaburzenie
splicingu, co skutkuje skroceniem biatka o kluczowe dla jego funkcji domeny.

Brak zroznicowania nukleotydowego w eksonach 2., 3., 4., 5. 1 6. genu SRSF5
wskazuje na wysoki stopien konserwatyzmu tych fragmentow. Sekwencje eksonéw od 2 do 6
zachowaty petng zgodnos$¢ miedzy badanymi osobnikami, co sugeruje, ze te regiony moga by¢
mniej podatne na mutacje 1 moga pemi¢ kluczowe funkcje w zachowaniu integralnosci
strukturalnej 1 funkcjonalnej biatka SRSFS5.

Gen RNF165 zbudowany jest z o$miu eksonéw. W obrebie sekwencji tego genu
zidentyfikowano polimorfizmy nukleotydowe - dwie tranzycie: 141A>G oraz 596A>G.
Zmiana 141A>G zlokalizowana w drugim eksonie nie wywiera wplywu na zmiang
aminokwasu, poniewaz jest mutacja synonimiczng. Kolejna tranzycja 596 A>G zlokalizowana
jest w eksonie 5 genu RNF165 1 ma swoje konsekwencje w postaci zmiany argininy na lizyne
w pozycji 199 - p.R199K. Eksony 1., od 3. do 4. oraz od 6 do 8. genu RNF165 w niniejszych
badaniach zostaty ocenione jako konserwatywne. Uzyskane sekwencje dla wszystkich
badanych osobnikow wykazaly 100% podobienstwo nukleotydowe. Brak zroznicowania
nukleotydowego sugeruje, ze te regiony s3 mniej podatne na mutacje i mogg peti¢ kluczowe

funkcje w zachowaniu integralnosci strukturalnej i funkcjonalnej biatka RNF165.

Gen SKOR2 zbudowany jest z siedmiu eksonow. W ramach badan nad zmiennos$cig
tego genu zidentyfikowano dwa miejsca polimorficzne: transwersj¢ 3000A>T oraz tranzycj¢

3017A>G. Zlokalizowane sg one w siddmym eksonie, co oznacza, iz ekson ten wyrdznia si¢ na
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tle pozostatych sze$ciu wyzszym zréznicowaniem nukleotydowym. Stwierdzony brak
zmiennos$ci genetycznej w eksonach od 1. do 6. genu SKOR2 u wszystkich badanych
osobnikow wskazuje na wysoki stopien konserwatyzmu sekwencji w tych regionach. Taki
konserwatyzm moze wskazywaé¢ na kluczowe funkcje tych eksonow w utrzymaniu
integralnosci strukturalnej oraz prawidlowym funkcjonowaniu biatka SKOR?2.

Jak podaja Teraoka. i wsp. (1999) konserwatywne eksony czgsto petnig fundamentalne
role w strukturze i1 funkcji biatek, a ich zmiany moga prowadzi¢ do powaznych zaburzen
biologicznych. W ich badaniach nad genem ATM jeden pacjent (AT138LA) miat tylko
transkrypty ATM z usunietym eksonem 44. Badanie sekwencji genomowej w eksonie 44 i
wokol niego ujawnito tylko jedng homozygotyczng zmiang, substytucje G—A w pozycji 6154,
ktora jest konserwatywna w mysiej sekwencji ATM. Wynikajaca z tego niekonserwatywna
substytucja aminokwasowa, E—K, moze zmieni¢ struktur¢ lub funkcj¢ bialtka, ale
niekoniecznie musi zakonczy¢ jego translacje (Teraoka i wsp., 1999).

Zidentyfikowane roznice w zakresie polimorfizméw nukleotydowych w eksonach
genow SRSF5, RNF165 oraz SKOR2 wskazuja na wyrazne zroznicowanie genetyczne
pomiegdzy poszczegdlnymi osobnikami, zaréwno w grupie norek hodowlanych, jak i dziko
zyjacych. Polimorfizmy wykryte wylacznie u osobnikéw hodowlanych, takie jak te w genie
SRSF5, sugeruja, ze selekcja hodowlana moze wptywaé na zmienno$¢ genetyczng, prowadzac
do powstawania specyficznych mutacji. Z kolei polimorfizmy wspdlne dla obu grup, jak
tranzycja 596A>G w genie RNF165, moze by¢ rezultatem konserwatywnych mechanizméow
genetycznych, ktére zostaty utrzymane w obu populacjach.

Obecnos¢ unikalnych polimorfizméw w populacji dziko zyjacej, takich jak tranzycja
3017A>G w genie SKOR2, moze §wiadczy¢ o wigkszej réznorodno$ci genetycznej tej grupy,
co moze by¢ efektem adaptacji do zmieniajacych si¢ warunkéw srodowiskowych. Analiza ta
podkresla znaczenie badan nad polimorfizmem genetycznym w kontekscie oceny
roznorodnosci genetyczne] oraz zrozumienia procesOw adaptacyjnych i ewolucyjnych w
obrgbie populacji norek.

Kolejnym zatozeniem byta proba odpowiedzi na pytanie, czy istnieje zréznicowanie
wynikow pomigdzy sekwencjonowaniem wysokoprzepustowym (Next-Generation Sequencing,
NGS) a wykonanym metodg Sangera w zakresie analizowanych genow. Sekwencjonowanie
genow stato si¢ kluczowym narzgdziem w badaniach biologii molekularnej, jednak réznice
pomiedzy technologiami, takimi jak sekwencjonowanie wysokoprzepustowe (NGS) oraz

klasyczna metoda Sangera, budza zainteresowanie badaczy i1 s3 przedmiotem licznych analiz.
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Zasadnicza roznica pomig¢dzy tymi metodami polega na ich zdolno$ci do rownoczesnej analizy
réznych fragmentéw genomu, co moze prowadzi¢ do zréznicowanych wynikéw w badaniach
dotyczacych tych samych genow. Glowng innowacja, jaka wnoszg technologie
sekwencjonowania nowej generacji (NGS) jest mozliwo$¢ uzyskania, w jednym cyklu pracy
urzadzenia, ponad miliarda krotkich odczytow (Metzer, 2010).

Na podstawie wynikéw wlasnych wykryto réznice w sekwencji genu SRSFS
uzyskane] metoda sekwencjonowania Sangera, technika NGS a predykcja za pomoca
algorytméw bioinformatycznych Gnomon. W odroznieniu od pozyskiwania danych droga
sekwencjonowania Sangera czy NGS, metoda Gnomon polega na wnioskowaniu o strukturze
genu lub transkryptu na podstawie podobienstwa do innych znanych sekwencji a nie
bezposrednim potwierdzaniu eksperymentalnym w laboratorium (Souvorov i wsp., 2010).

Proces przewidywania genéw w NCBI opiera si¢ na potagczeniu dwoch gtownych
podejs¢: wyszukiwania homologii oraz modelowania ab initio. W kontekscie modelowania ab
initio jest ono wykorzystywane na trzy sposoby: po pierwsze, do oceny dopasowan i
lokalizowania optymalnych regionéw kodujacych (CDS), po drugie, do rozszerzania
czgsciowych dopasowan, i po trzecie, do tworzenia nowych modeli genéw w przypadku braku
informacji eksperymentalnych. Dzi¢ki temu procesowi modele gendw moga by¢ klasyfikowane
jako catkowicie wspierane, czesciowo wspierane lub niewspierane, w zaleznosci od dostepnych
danych eksperymentalnych. Przed rozpoczeciem adnotacji genomu gromadzi si¢ dostepne dane,
takie jak cDNA dla badanego organizmu oraz blisko spokrewnionych gatunkéw. Generowane
sg takze dwa zestawy bialek: biatka docelowe, ktore obejmuja biatka znane dla badanego
organizmu, oraz biatka z poszukiwan, bedace szerszym zestawem eukariotycznych biatek.
Dopasowania bialek z zestawu docelowego do genomu shuzg wsparciu przewidywan w
pierwszej rundzie, natomiast biatka z zestawu poszukiwanych sg uzywane do udoskonalania
modeli genow tylko wtedy, gdy sa wystarczajaco podobne do przewidywanych modeli
(Souvorov 1 wsp., 2010).

W adnotacji NCBI, algorytm Gnomon pordéwnuje sekwencje cDNA 1 biatek
docelowych z przewidywaniami modelu oraz integruje wyniki z szerszym zestawem bialek,
aby zoptymalizowa¢ wyniki. Nastepnie tworzy si¢ dopasowania intron-ekson, taczy si¢
czgsciowe dopasowania w dluzsze modele. Dla kazdego genomu NCBI przeprowadza
procedure Gnomon, ktorej wyniki sg przedstawiane na mapie modeli ab initio w przegladarce
NCBI. Ostateczne wyrdwnania sekwencji referencyjnych (RefSeq) zastgpuja modele Gnomon
tam, gdzie jest to mozliwe, a modele z btgdami, takie jak przesunigcia ramki odczytu lub

przedwczesne zatrzymania, sg klasyfikowane jako pseudogeny. Ten proces jest szczegdlnie
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istotny w badaniach genomowych, poniewaz umozliwia wykorzystanie zaréwno danych
eksperymentalnych, jak 1 metod predykcyjnych, zwlaszcza w sytuacjach, gdy dane
eksperymentalne sg ograniczone. Dzigki wysokiej precyzji algorytmu Gnomon oraz integracji
danych eksperymentalnych, wyniki staja si¢ bardziej wiarygodne i moga stanowi¢ podstawe do
dalszych badan genomowych (Souvorov i wsp., 2010).

W sekwencji referencyjnej pobranej z bazy Ensembl genu SRSF5 w pozycji 173
wystepuje adenina. Natomiast w przewidywanych metodg Gnomon i zdeponowanych w NCBI
sekwencjach przedstawicieli z rodziny tasicowatych oraz dwoch przewidywanych sekwencji
transkryptow genu SRSF5 o numerach XM 044232293.1 oraz XM 044232294.1
zdeponowanych w bazie NCBI wystepuje zmiana adeniny na cytozyne w pozycji 173A>C.

Kolejng wykryta roznica pomiedzy wynikami uzyskanymi metoda NGS a
przewidywaniem metoda Gnomon byty polimorfizmy wzgledem sekwencji referencyjnej genu
RNF165 (ENSNVIG00000000779) a sekwencjami przewidywanymi dla innych gatunkéow z
rodziny Mustelidae. Stwierdzono trzy mutacje typu tranzycja: 486T>C, 654A>G, 687T>C, a
takze transwersje 771A>T/C. W sekwencji referencyjnej genu RNFI165, powstatej przez
ztozenie scaffoldow metoda NGS w pozycji 141 wystepuje adenina, natomiast w
przeprowadzonych analizach wlasnych metoda Sangera wykryto guaning w tej pozycji
(RNF165 141A>G), co $wiadczy o réznicy miedzy danymi otrzymanymi tymi dwoma
metodami. Innym polimorfizmem potwierdzajagcym istnienie réznic mi¢dzy wynikami
sekwencjonowania metoda NGS a Sangera jest wystgpowanie adeniny w pozycji 596 w
sekwencji referencyjnej, za$ guaniny (596A>G) w sekwencji uzyskanej w badaniach wtasnych
metodg Sangera.

Stwierdzono réznice migdzy wynikami uzyskanymi metoda NGS a przewidywaniem
metoda Gnomon wzgledem sekwencji referencyjnej genu SKOR2 (ENSNVIG00000001287.1)
a sekwencjami przewidywanymi dla innych gatunkéw z rodziny Mustelidae. Stwierdzono
obecnos¢ 27 miejsc polimorficznych, ktore sa rozproszone wzdluz calej dtugosci sekwencji
genu SKOR2: 21A>G, 72T>C, 403C>A, 450A>G, 471A>T, 576C>T, 579A>G, 582G>C,
597A>G, 603C>G, 609C>A, 642A>G, 855T>C, 1017A>G, 1023C>T, 1096A>G,
1318A>G, 1356A>G, 1467T>G, 1494T>G, 1719G>C, 1914C>A, 2022A>G, 2069A>C,
2292T>C, 2388T>C, 2472T>C, 2748T>G.

W sekwencji referencyjnej genu SKOR2, powstate] przez ztozenie scaffoldow metoda
NGS w pozycji 3000 wystepuje adenina, natomiast w przeprowadzonych analizach wtasnych
metoda Sangera wykryto tyming w tej pozycji (SKOR2 3000A>T). Podobnie w pozycji 3017
zamiast adeniny wykryto guanine (SKOR2 3017A>G).
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W badaniach Browne i Freeman (2024) okreslili, ze NGS, z racji swojej zdolnosci do
jednoczesnej analizy wielu sekwencji DNA, moze wykrywac rzadkie warianty, ktorych metoda
Sangera nie jest w stanie zidentyfikowac z ta sama czutoscig, skalowoscig i szybkoscia.
Mamanova 1 wsp. (2010) podkreslaja, ze NGS umozliwia wykrycie wariantéw niskiej
czestotliwosci w duzej liczbie probek, co jest szczegolnie istotne w badaniach nad rzadkimi
mutacjami somatycznymi. Z kolei metoda Sangera mimo, iz jest powszechnie uwazana za
,Zloty standard” w sekwencjonowaniu, jest mniej czuta niz NGS, szczegbdlnie w przypadku
wykrywania mutacji o niskiej czestosci. (Arsenic i wsp., 2015).

Kolejng réznica migdzy tymi metodami jest mozliwos$¢ detekcji ztozonych zmian
strukturalnych. Metoda Sangera jest ograniczona do sekwencjonowania pojedynczych
fragmentoéw o stosunkowo niewielkiej dtugosci, co utrudnia analize zlozonych rearanzacji
genomowych. Natomiast NGS, dzigki swojemu masowemu charakterowi, potrafi dokladnie;
mapowac zmiany strukturalne, takie jak duplikacje, delecje oraz translokacje (Goodwin i wsp.,
2016). W badaniach nad genomem czlowieka udowodniono, ze NGS moze zidentyfikowac
duze insercje i delecje, ktore byly niewidoczne dla metody Sangera (Schwarz 1 wsp., 2010).
Pomimo swojej wyzsze] czulosci, NGS ma swoje ograniczenia. Wysokoprzepustowe
technologie sekwencjonowania moga generowaé btedy, szczegélnie w regionach bogatych w
pary GC, co prowadzi do falszywie pozytywnych wynikow (Ross i wsp., 2013). W takich
przypadkach metoda Sangera jest bardziej niezawodna, gdyz dostarcza doktadnych wynikéw
dla specyficznych regionow DNA, szczeg6lnie w analizie polimorfizmu pojedynczych
nukleotydow (SNP).

Metoda Sangera charakteryzuje si¢ wysoka dokladnoscia w analizie krotkich
fragmentow DNA, co sprawia, ze jest preferowana w wielu badaniach klinicznych, gdzie
wymagana jest wysoka precyzja (Heather i Chain, 2016). Z tego powodu, metod¢ Sangera
czgsto stosuje si¢ do potwierdzania wynikow uzyskanych za pomoca NGS. W tym konteks$cie
istnieje konsensus, ze NGS jest idealnym narzgdziem do wstgpnych analiz duzej ilosci danych,
podczas gdy metoda Sangera moze by¢ wykorzystana do walidacji wybranych wynikow, co
zapewnia wyzszy poziom wiarygodnosci. W badaniach Baudhuin i wsp. (2015) wykorzystali
metod¢ sekwencjonowania Sangera do potwierdzania wynikow uzyskanych za pomoca NGS.
Unikalne warianty wykryte metodg NGS, a wigc 1080 jednonukleotydowych wariantow SNV
(ang. single nucleotide variations) 1 124 zmiany typu indele (ang. insertion-deletion), zostaty
zweryfikowane metoda Sangera i porownane z danymi z 1000 Genomes Project (1000G).
Powtarzajace si¢ warianty w niespokrewnionych probkach zaowocowaty 919 poréwnaniami

miedzy NGS 1 metodg Sanger, ze 100% zgodno$cig. W drugim pordéwnaniu, 762 unikalne
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wyniki NGS (736 SNV, 26 indeli) z siedmiu probek 1000G wykazaly zgodno$¢ 97,1% z danymi
1000G fazy 1. Sekwencjonowanie Sangera i dane fazy 3 1000G potwierdzily doktadno$¢
wynikow NGS dla wszystkich rozbieznosci fazy 1 1000G. Analiza potwierdzajaca za pomoca
sekwencjonowania Sangera SNV wykrytych za pomocg testow NGS opartych na
wychwytywaniu, ktore spetniajg odpowiednie progi jakos$ci, jest zbedna. W przeciwienstwie do
tego, stwierdzili oni, ze sekwencjonowanie Sangera dla indeli moze by¢ niezbedne do
okreslenia prawidtowej lokalizacji genomowej, a Sanger moze by¢ wykorzystywany do celow
zapewnienia jakosci (Baudhuin 1 wsp., 2015). Pomimo bardzo duzej ilosci generowanych
wynikoéw uzyskanych metoda NGS, nie ma 100% zgodno$ci z wynikami uzyskanymi metoda
Sangera. Jak podaja Beck i Mullikin (2016) sposroéd ponad 5800 odczytéw pochodzacych z
NGS, 19 nie zostalo potwierdzonych przez dane Sangera. Autorzy ci uzyskali wskaznik
walidacji na poziomie 99,965%.

Sekwencjonowanie metoda Sangera, pomimo swojej precyzji, jest bardziej
czasochtonne i kosztowne w analizie duzych fragmentéw genomu. W poréwnaniu do NGS,
ktéry umozliwia rdwnoczesne sekwencjonowanie wielu genow lub nawet catych genomow,
metoda Sangera jest mniej efektywna kosztowo przy analizie duzych zestawdw danych (Pareek
i wsp., 2011).

Niektorzy badacze, tacy jak Smith i wsp. (2016), argumentuja, ze metoda Sangera,
mimo swoich ograniczen, powinna nadal by¢ uznawana za gléwng metod¢ w badaniach
klinicznych z powodu jej dokltadnosci i precyzji. Inni natomiast, tacy jak Wang 1 wsp. (2014),
podkreslaja przewage NGS w badaniach o charakterze przesiewowym oraz w analizie duzych
populacji genetycznych. W tym kontekscie wydaje sie, ze najlepszym podej$ciem jest
zastosowanie hybrydowej strategii, gdzie NGS dostarcza szerokiego obrazu genetycznego, a
metoda Sangera stuzy do walidacji 1 potwierdzania krytycznych wynikow.

Podsumowujac, obie metody sekwencjonowania maja swoje mocne i stabe strony.
NGS oferuje ogromne mozliwosci w zakresie analizy duzych zestawow danych 1 identyfikacji
ztozonych wariantow genetycznych, natomiast metoda Sangera, pomimo ograniczen w zakresie
przepustowosci, pozostaje niezastgpiona w kontekS$cie wysokiej precyzji 1 dokladnosci w
specyficznych przypadkach. Optymalne wykorzystanie obu technologii w sposéb
komplementarny wydaje si¢ najlepszym podejsciem w nowoczesnych badaniach genomowych.
Pomimo ewidentnych zalet metod wysokoprzepustowych, nalezy pamigta¢ o mozliwosci
wystapienia bledow, ktére nalezalo by weryfikowa¢ poprzez sekwencjonowanie klasyczng
metoda terminacji tancucha. Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze

metoda Sangera nadal pozostaje ztotym standardem w zakresie sekwencjonowania DNA.
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Zalozenie, ze wystepujace polimorfizmy wptywaja na efekt funkcjonalny kodowanych
bialek, prowadzac do potencjalnych zmian w ich strukturze lub funkcji, bylo weryfikowane w
oparciu o analize macierzy substytucji w programie SNAP2. W badaniach wlasnych
stwierdzono zamian¢ aminokwasu seryny na izoleucyne¢ w biatku SRSFS5, co miato wptyw na
jego wihasciwosci 1 strukture. Podstawienie aminokwasu o innych wlasciwosciach
fizykochemicznych moze wptywaé na aktywno$¢ catego peptydu (Kowalczyk i wsp., 2018).
Seryna, bedaca niewielkim, polarnym aminokwasem, wyrdznia si¢ obecnoscig grupy
hydroksylowej w swoim tancuchu bocznym. Witasciwosci hydrofilowe umozliwiajg serynie
uczestnictwo w tworzeniu wigzan wodorowych, co odgrywa kluczowa role w oddziatywaniach
typu biatko-biatko oraz stabilizacji struktury trzeciorzgdowej biatek. Ponadto, grupa
hydroksylowa seryny stanowi potencjalne miejsce fosforylacji, proces katalizowany przez
kinazy, ktory ma fundamentalne znaczenie dla regulacji funkcji bialek, wplywajac na ich
aktywno$¢, lokalizacj¢ komorkowa i interakcje z innymi czgsteczkami (Cohen, 2002; Wang |
Burge, 2008). Izoleucyna, jako obojetny aminokwas, wykazuje preferencje do lokalizowania
si¢ w rdzeniach hydrofobowych biatek, gdzie nie istnieje bezposrednie narazenie na kontakt z
wodnym $rodowiskiem. Obecno$¢ izoleucyny w tych regionach moze istotnie wptyna¢ na
lokalng strukture biatka, stabilizujac ja poprzez oddziatywania hydrofobowe. Ponadto,
wprowadzenie izoleucyny moze modulowac interakcje biatka z innymi czasteczkami, zarowno
przez zmiang jego powierzchni hydrofobowej, jak 1 przez wplyw na konformacj¢ biatka, a
posrednio takze na jego funkcje biologiczne (Kyte i Doolittle, 1982).

Na podstawie wlasciwosci aminokwaséw mozna przypuszcza¢, ze mutacja p.S2291
zlokalizowana w domenie bogatej w seryne 1 argining, moze znaczaco wptyna¢ na strukture,
stabilno$¢ oraz funkcje¢ biatka SRSFS5. Zmiana polarnego charakteru seryny na hydrofobowy
charakter izoleucyny moze wprowadzi¢ zmiany w rozpuszczalno$ci oraz lokalne zaktocenia w
strukturze biatka, co moze mie¢ dalsze konsekwencje dla jego funkcji. Jezeli pozycja 229
znajduje si¢ na powierzchni biatka, mutacja ta mogltaby zaktoci¢ jego interakcje z innymi

czasteczkami, takimi jak kwasy nukleinowe czy inne biatka.

Substytucja seryny izoleucyng moze mie¢ daleko idace konsekwencje dla funkcji
biatka, zwlaszcza w konteks$cie regulacji alternatywnego splicingu 1 posttranslacyjnych
modyfikacji. SRSF5, bedacy kluczowym czynnikiem w procesie alternatywnego splicingu,
rozpoznaje 1 wigze si¢ z miejscami splicingowymi w pre-mRNA, a jakakolwiek zmiana w
strukturze biatka, w tym substytucja seryny na izoleucyne¢, moze zaktoci¢ jego zdolnos$¢ do

efektywnego oddziatywania z mRNA (Li 1 wsp., 2021). W rezultacie moze dochodzi¢ do
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nieprawidlowego splicingu i wytwarzania dysfunkcyjnych izoform biatek (Stanford i wsp.,
2005). Ponadto seryna petni role kluczowego miejsca fosforylacji, bedacej jedna z
najwazniejszych modyfikacji posttranslacyjnych regulujacych aktywno$¢, lokalizacje oraz
interakcje bialek. Fosforylacja seryny odgrywa istotng role w procesach sygnalizacji
komorkowej i regulacji enzymatycznej. Zastapienie seryny izoleucyna, ktora nie posiada grupy
hydroksylowej niezbednej do fosforylacji, skutkuje utrata tego mechanizmu regulacyjnego, co
moze prowadzi¢ do zaburzenia homeostazy komorkowej i dysfunkcji biatka, wplywajac na jego

aktywnos¢, a takze interakcje z innymi molekutami (Cohen, 2000).

Polimorfizm w genie SRSF5 u norki amerykanskiej (Neogale vison), zmieniajacy
zasade z guaniny na tyming w pozycji 916 (916G>T), co skutkuje substytucja seryny na
izoleucyne w pozycji 229 biatka (p.S2291), jest odkryciem, ktore poszerza nasza wiedze na
temat funkcji tego genu w organizmach norki amerykanskiej. Gen SRSF5 koduje u cztowieka
bogaty w seryng i argining czynnik splicingowy 5. W nomenklaturze ludzkich genéw jest znany
takze jako HRS lub SRP40. U ludzi gen SRSF5 znajduje si¢ na dluzszym ramieniu 14.
chromosomu, w pozycji 14q24.1 (Varsome, 2024a). Gen SRSF'5 u Homo sapiens pelni istotng
role w procesie alternatywnego splicingu, ktéry jest niezbedny do regulacji réznorodnosci
bialek oraz funkcji komorek. Alternatywny splicing kontrolowany przez biatka z rodziny SR
(Serine/Arginine-rich), do ktorych nalezy biatko SRSFS5, odpowiada za precyzyjne zarzadzanie
ekspresja gendw i adaptacje na poziomie transkryptomu w odpowiedzi na rdézne sygnaty
srodowiskowe 1 wewnatrzkomorkowe. Polimorfizmy w genach kodujacych biatka z rodziny
SR, w tym SRSF5 u czlowieka, byly wczesniej wigzane z roéznorodnymi stanami
patologicznymi. Xiong i wsp. (2022) dowodza, ze warianty w genie SRSF5 moga wplywac¢ na
rozw0j raka ptaskonablonkowego jamy ustnej (OSCC). Nadekspresja SRSF5 sprzyja
podziatom komoérkowym fibroblastow 1 powstawaniu guzow u myszy, natomiast jej
zmniejszenie hamuje wzrost nowotworu. Co ciekawe, inne biatko z rodziny bialek SR — SRSF3
— takze ulegajace silniejszej ekspresji w OSCC, wplywa na dzialanie SRSFS5, co skutkuje
zwigkszong iloscig pelnej formy tego biatka w komoérkach nowotworowych. Te odkrycia
sugeruja, ze mechanizmy zwigzane ze splicingiem RNA, w ktorych biorg udzial SRSFS i
SRSF3, moga by¢ istotne dla rozwoju OSCC i stanowi¢ potencjalne cele terapii nowotworowe;.
Z kolei Chen i wsp. (2022) stwierdzili, ze biatka SR bogate w seryng i argining, w tym SRSF1
1 SRSFS5, s kluczowymi regulatorami splicingu czynnika wzrostu $rodblonka naczyniowego A
(VEGFA) 1 modulujg rézne procesy biologiczne zwigzane z nowotworzeniem, jak przerzuty i

angiogeneza. SRSFS5 poprzez uczestnictwo w alternatywnym splicingu pre-mRNA, co pozwala
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na generowanie kilku form mRNA z jednego genu, tworzy proangiogenne, a tym samym
onkogenne izoformy czynnika VEGFA.

Natomiast Han 1 wsp. (2020) stwierdzili, ze dysfunkcja w mechanizmach splicingu
jest skorelowana z chorobami neurodegeneracyjnymi, takimi jak choroba Alzheimera, gdzie
zaburzenia na poziomie alternatywnego splicingu moga prowadzi¢ do nieprawidtowego
funkcjonowania komorek. Do podobnych konkluzji doszli Yang i wsp. (2018), ze dla wielu
biatek SR, ktore sg bogate w sekwencje serynowo-argininowe, zmiany w sktadzie
aminokwasowym moga zaktoca¢ ich interakcje z innymi elementami splicingu i tym samym
wptywaé na splicing catkowity lub specyficzny dla niektorych tkanek. Ponadto, rola biatka
SRSF5 dla organizmu cztowieka obejmuje nie tylko splicing, ale rowniez udziat w eksporcie
mRNA z jadra komoérkowego do cytoplazmy, co sugeruje, ze jakiekolwiek zmiany strukturalne

moga mie¢ szeroko pojete konsekwencje w ekspresji genow (Botti i wsp., 2017).

Wedlug Wagner 1 Frye (2021) czynniki splicingowe z rodziny bialek bogatych w
seryng¢/argining (SR), do ktérych nalezy biatko kodowane przez analizowany gen SRSF3,
odgrywaja wszechstronng rol¢ w przetwarzaniu RNA 1 czgsto sg niezbedne dla prawidtowego
rozwoju. Wiekszos¢ biatek SR przemieszcza si¢ migdzy cytoplazmg a jadrem. Natomiast
SRSF2 i SRSF5 sg zatrzymywane w jadrze. Autorzy ci stwierdzili, ze biatka SR ulatwiaja
eksport mRNA w sposob specyficzny dla stanu komorki (Wagner i Frye, 2021; Ratnadiwakara
1 wsp., 2018).

Podjeto probe oceny, czy zamiana aminokwasu argininy (Arg, R) na lizyn¢ (Lys, K) w
pozycji 199 biatka RNF165 (p.R199K) moze wywiera¢ wplyw na jego wlasciwosci
fizykochemiczne 1 struktur¢. Biatko RNF165 jest ligaza ubikwitynowa, ktora odgrywa
kluczowg role w regulacji degradacji biatek poprzez system ubikwityna-proteasom, a takze

uczestniczy w licznych procesach sygnalizacyjnych komérki (Kelly 1 wsp., 2013).

Zaréwno arginina (R), jak i1 lizyna (K) sa aminokwasami zasadowymi, ktore maja
dodatni tadunek przy fizjologicznym pH. Dzigki temu oba aminokwasy moga uczestniczy¢ w
podobnych oddziatywaniach elektrostatycznych, zwtaszcza z ujemnie natadowanymi grupami
fosforanowymi lub resztami kwasowymi w biatkach i kwasach nukleinowych. Niemniej
jednak, réznice w ich strukturze tancuchéw bocznych moze wptyna¢ na lokalng architekture
biatka. Arginina posiada bardziej zlozong grupe guanidynowa, ktdéra umozliwia tworzenie
trwalszych wigzan wodorowych 1 bardziej rozbudowanych oddziatywan elektrostatycznych niz

prostsza struktura grupy aminowej lizyny. Zamiana argininy na lizyn¢ moze wigc zmniejszy¢
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liczbe wigzan wodorowych lub elektrostatycznych, co moze wptywaé na stabilno$¢ biatka w
lokalnym $rodowisku, zwlaszcza je$li pozycja 199 znajduje si¢ w kluczowej domenie

funkcjonalne;j.

Struktura trzeciorzgdowa biatka jest krytyczna dla jego funkcji. Arginina, dzigki
swojej zdolnosci do tworzenia bardziej rozbudowanych interakcji, moze stabilizowac¢ struktury
helikalne lub beta-harmonijki, podczas gdy lizyna, cho¢ posiada podobny tadunek, moze mnie;j
efektywnie stabilizowac te struktury. W biatku RNF165 zamiana R na K w pozycji 199 moze
prowadzi¢ do lokalnych zmian w strukturze trzeciorzedowej, zwlaszcza jesli ta pozycja
znajduje si¢ w poblizu kluczowych domen strukturalnych lub funkcjonalnych, takich jak
domena RING ligaz ubikwityny. Takie zmiany moga wptyna¢ na sposdb wigzania biatka z jego
substratami lub partnerami biatkowymi, co moze oslabi¢ wydajnos¢ katalizy procesu

ubikwitynacji.

Zmiana p.R199K moze wpltywaé na zdolnos¢ biatka RNF165 do petienia funkc;ji
ligazy ubikwityny, ktora odpowiada za przylaczanie tancuchow ubikwityny do substratow
biatkowych, co inicjuje ich degradacj¢ w proteasomach. Jak podaje Kelly i wsp. (2013) zmiany
moga zaburza¢ wigzanie i zmniejsza¢ efektywno$¢ enzymatyczng ligazy ubikwitynowej.
Whnioskowa¢ mozna, ze zmiana p.R199K gdyby dotyczyla regionu zaangazowanego w
interakcje z substratami, moglaby wptywa¢ na procesy sygnalizacyjne zalezne od
ubikwitynacji, takie jak odpowiedZ na stres oksydacyjny, regulacja cyklu komorkowego czy
kontrola degradacji bialek regulujacych apoptoze. Jak podaje Zmuda i wsp. (2022) wybuch
tlenowy (ang. oxidative burst), polegajacy na nagtym uwolnieniu reaktywnych form tlenu
(ROS, Reactive Oxygen Species) przez makrofagi i1 neutrofile w odpowiedzi na kontakt z
roznego rodzaju patogenami odgrywa istotng role w odpornosci naturalnej. Moze jednak
powodowac takze dodatkowe uszkodzenie tkanek zywiciela. W przypadku choroby aleuckie;j
norek Davies (2000) wskazat produkcje ROS jako kluczowa reakcje zachodzaca w fagocytach
w celu degradacji czastek wirusa. Zaobserwowat roOwniez obnizenie fagocytozy i metabolizmu
tlenowego granulocytow 1 monocytow. Allen 1 Tresini (2000) stwierdzili, ze reaktywne formy
tlenu wchodzac w reakcje z DNA 1 biatkami prowadzg do uszkodzenia tkanek. Pomimo dziatan
niekorzystnych reaktywnych form tlenu, uczestniczy on réwniez w szlakach sygnatowych i
procesie regulacji genow (Lambeth i wsp. 2007; Powers i Jackson 2008; Schieber i Chandel
2014). Jak podaje Huntoon 1 wsp. (2008) reaktywne formy tlenu odgrywaja kluczowg role w

procesie odpornosci wptywajac na aktywacje odpowiedzi immunologicznej poprzez udziat w
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szlakach sygnatowych.

Jedng z funkcji biatka RNF165, poza enzymatyczng jako transferaza, katalityczna,
dziatajacg na bialko, udzialem w sygnalizacji oraz réznicowaniu komorek, jest aktywnosc
receptora wirusa (UniProt, 2024b). W zwigzku z tym polimorfizm p.R199K moze mie¢ wptyw
na modyfikacje aktywnos$ci biatka RNF165 jako receptora dla wirusa AMDYV. Zmiana ta moze
rowniez wplynaé¢ na stabilnos¢ samego biatka RNF165, poniewaz zmiany w strukturze moga
prowadzi¢ do niestabilnosci biatka i zwigkszonej podatnosci na degradacje. Jesli destabilizacja
biatka w wyniku mutacji prowadzi do jego szybszej degradacji, mogloby to mie¢ negatywne
konsekwencje dla funkcji komoérki, np. w konteks$cie zaburzen homeostazy biatkowej, ktore
moga sprzyja¢ rozwojowi chorob neurodegeneracyjnych lub nowotworowych. Jak donosi
Kelly 1 wsp. (2013) gen RNF165 (Ark2C) ulega ekspresji specyficznie w uktadzie nerwowym
oraz jego utrata u myszy powoduje wady neurondéw ruchowych, ktére powstaja podczas

rozwoju i prowadza do wyniszczenia i $§mierci przed odsadzeniem.

Zamiana aminokwasu argininy na lizyn¢ w pozycji 199 (p.R199K) w biatku RNF165
prowadzi do zmiany w jego wlasciwosciach fizykochemicznych, co moze mie¢ konsekwencje
dla stabilnosci lokalnej struktury biatka oraz jego funkcji. Cho¢ zaréwno lizyna, jak i arginina
sa aminokwasami zasadowymi, rdéznice w ich zdolnosciach do tworzenia interakcji
wodorowych moga prowadzi¢ do zmian w strukturze trzeciorzedowej biatka RNF165, co z
kolei moze wplywac na jego zdolno$¢ do petnienia funkcji ligazy ubikwityny. Skutki tej mutacji
moga obejmowac obnizenie efektywnosci katalitycznej, destabilizacje biatka oraz zaburzenia

w regulacji szlakow sygnalizacyjnych zaleznych od ubikwitynacji (UniProt, 2024a).

Z podobnymi zmianami mamy do czynienia w przypadku biatka SKOR2. Substytucja
p.1000K>N wystepuje u wszystkich osobnikow norek (hodowlanych i dziko zyjacych) w
poréwnaniu z sekwencja referencyjng. W tej pozycji zaszta zmiana zasadowej lizyny (K) na
polarna, asparaging (N). Substytucja p.H1006R jest obecna wytacznie u osobnika 5 Ex.1-7.
Zmiana ta polega na substytucji histydyny (H), reszty aromatycznej, na argining (R), zasadowa

reszte o dodatnim tadunku. Zmiany te mogg potencjalnie wptywac na funkcje biatka SKOR?2.

W badaniu sekwencji genu SKOR2 wykryto mutacj¢ punktowg p. 1000K>N, ktoéra
polega na substytucji AGA trojki kodujacej aminokwas lizyne (K) na TGA, czyli kodon dla
asparaginy (N) w pozycji 1000. Lizyna (K) jest aminokwasem zasadowym, ktory posiada

dodatni tadunek w warunkach fizjologicznych i odgrywa istotng rol¢ w interakcjach z innymi
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czasteczkami biatkowymi oraz kwasami nukleinowymi, gtéwnie poprzez tworzenie wigzan
jonowych i oddziatywan elektrostatycznych. Z kolei asparagina (N) jest aminokwasem
polarnym, ale nie posiada tadunku elektrycznego. Substytucja lizyny na asparaging moze
znaczgco wplyngé na strukture trzeciorzedowg biatka, zwlaszcza w rejonach, gdzie lizyna
uczestniczyta w kluczowych interakcjach. Przewidywane skutki tej mutacji obejmuja
potencjalne zaktdcenia stabilno$ci biatka oraz zmian¢ konformacji lokalnych struktur. W
zaleznosci od lokalizacji pozycji 1000 w strukturze biatka SKOR2, zmiana ta moze wptyna¢ na
jego zdolnos¢ do oddzialywan z innymi molekutami, takich jak ligandy, biatka regulatorowe

czy kwasy nukleinowe.

W badaniach nad genem kodujagcym podjednostke alfa ludzkiego receptora insuliny
Kadowaki 1 wsp. (1990) stwierdzili, ze substytucja lizyny asparaging w pozycji 15 wptywa na
funkcje biatka. Zidentyfikowali oni u pacjenta z genetyczng postacig insulinoopornosci
zmutowany allel kodujacy receptor insuliny, w ktéorym lizyna jest zastgpiona asparaging w
pozycji 15 podjednostki alfa. Mutacja K15N powoduje dwa defekty w funkcjonowaniu tego
biatka. Po pierwsze, mutacja opdznia potranslacyjne przetwarzanie receptora i uposledza
transport receptora do btony plazmatycznej, zmniejszajac w ten sposob liczbe receptoréw na
powierzchni komorki. Po drugie, mutacja powoduje 5-krotne zmniejszenie powinowactwa
receptora do wigzania insuliny. Te dwa defekty tacza si¢, czynigc komorke docelowa odporng

na normalne fizjologiczne stezenia insuliny (Kadowaki i wsp., 1990).

Biatko SKOR2 (korepresor transkrypcyjny 2 z rodziny SKI) (UniProt, 2024b)
wystepuje w jadrze komoérkowym oraz w kompleksach regulatora transkrypcji. Spetnia w
komorce trzy funkcje: oddziatywujac na aktywnos$¢ czynnika transkrypcyjnego wiazacego
DNA, specyficznego dla polimerazy RNA 1II oraz wigzac DNA specyficzne dla sekwencji
regionu cis-regulacyjnego polimerazy RNA 1I, a takze wigzanie bialeck SMAD (UniProt,
2024c¢). Jak podaja Macias i wsp. (2015) rodzina tych biatek bedacych czynnikami
transkrypcyjnymi jest rOwniez zaangazowana w przekaznictwo sygnatu indukowanego przez
produkowang przez leukocyty grupe cytokin TGF-f (transformujacy czynnik wzrostu beta, ang.
transforming growth factor ). Substytucja K>N w pozycji 1000 biatka SKOR2 moze wptynagé
na zmiang¢ aktywnosci enzymatycznej lub transportowej. Jesli lizyna w tej pozycji jest kluczowa
dla funkcji transportowej biatka, jej zamiana na asparaging moze obnizy¢ efektywnos$é

wigzania substratow lub ich przenoszenia. Podobny efekt substytucji K>N opisali Kadowaki 1
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wsp. (1990), ktorzy stwierdzili, iz zmiana ta w ludzkim receptorze insuliny prowadzi do

uposledzenia jego transportu do btony plazmatycznej i wigzania insuliny jako substratu.

Zmniejszenie zdolno$ci wigzania z innymi biatkami lub ligandami — tadunek dodatni
lizyny umozliwia interakcje z ujemnie naladowanymi resztami biatek czy kwaséw
nukleinowych. Jego zastgpienie oboj¢tnym tadunkiem asparaginy moze ostabi¢ te interakcje,
co moze wplywaé na zdolnos$¢ biatka do tworzenia kompleksow biatkowych lub na jego
stabilno$¢. Substytucja K>N wplywa na lokalizacje komorkowa bialtka, co moze wynika¢ ze

zmiany jego funkcji transportowej czy regulacyjnej.

Zmiana w strukturze i funkcji biatka SKOR2 moze mie¢ bezposredni wptyw na
procesy fizjologiczne, w ktorych uczestniczy. W przypadku organizméw zwierzecych, biatka
z rodziny SKI moga wptywac na funkcje komodrek nerwowych, migsniowych czy transport
substancji w nerkach. Zgodnie z informacjami zawartymi w bazie danych MGI (Mouse
Genome Informatics) dla modelu mysiego biatko SKOR2 odpowiada rowniez za réznicowanie
komorek, proliferacj¢ populacji komoérek, organizacje sktadnikow komorkowych, transkrypcje
wzorowana na DNA, odpowiedz na bodziec, a takze rozwdj systemu sygnalizacyjnego (MGI,
2024a). Chen i wsp. (2024) stwierdzili, ze rodzina biatek SKI pelnigca funkcje represorow
transkrypcji tlumi sygnalizacj¢ TGF-B poprzez kompleksowanie z biatkiem SMAD4 i1
rekrutacje dodatkowych represorow w celu hamowania innych szlakow sygnalowych za
posrednictwem TGF-B. Wyniki badan tych autoréw sugeruja, ze utrzymujaca si¢ ekspresja
biatek SKI w mikrosrodowisku guza zwigkszyla odpornos¢ przeciwnowotworowa 1 wyniki

przezycia w modelach mysich (Chen i wsp., 2024).

Podjeto probe zweryfikowania hipotezy, ze mutacje zidentyfikowane w genach
SKOR?2, SRSF5 oraz RNF165 moga by¢ zwigzane z podwyzszong odpornoscia lub zwigkszona
podatno$cia norek na zakazenie wirusem choroby aleuckiej norek (AMDV). W
przeprowadzonych badaniach stwierdzono miejsca polimorficzne w genach SRSF5, RNF165
oraz SKOR?2. Mutacje typu SNP stwierdzone zaréwno u norek hodowlanych, jak 1 dzikich, w
badanych genach sugeruja, ze poszczegdlne fenotypy moga wptywac na réznice w odpornosci
lub podatnos$ci na zakazenie wirusem AMD. W badaniach Karimi i wsp. (2021a) podkreslaja,
ze wirus AMDYV, bedacy patogenem przede wszystkim norek amerykanskich, ma szczegdlny
wptyw na uktad odpornosciowy, a niektére geny moga odgrywac istotng rolg¢ w odpowiedzi
immunologicznej na zakazenie. Wskazali oni, ze mutacje w genie SRSF5 moga by¢

potencjalnymi wskaznikami do selekcji norek amerykanskich wykazujacych tolerancje na
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zakazenie AMDV.

Zidentyfikowane w badaniach wilasnych mutacje SRSF5 (173A>C, 758ins.T oraz
916G>T), wykryte wytacznie u norek hodowlanych, moga sugerowaé, ze te polimorfizmy
wptywaja na réznice w podatnos$ci na chorobe aleucka. Gen SRSF'5 koduje biatko nalezace do
rodziny SR, charakteryzujace si¢ obecnoscig bogatych w seryng i argining domen, ktore petnia
kluczowa role w regulacji splicingu pre-mRNA (Breig i Baklouti, 2013; Karimi i wsp., 2021a).
Mutacje w obrebie genu SRSFS5 poprzez posttranskrypcyjng regulacje ekspresji genow,
wptywaja na prawidtowe funkcjonowanie komoérek oraz odpowiedz na infekcje wirusowe.
Bogaty w seryng i argining czynnik splicingowy 5 pelni istotne funkcje, nie tylko w odpowiedzi
na infekcje wirusowe, ale takze w rozwoju i1 funkcjonowaniu réznych tkanek. Karimi i wsp.
(2021a) wykazali, w badaniach na modelach zwierzecych, ze gen ten odgrywa kluczowa role
w regeneracji watroby poprzez indukcje¢ bialek odpowiedzialnych za proliferacje komorek
watroby. Ma to szczego6lne znaczenie w kontekscie regeneracji narzagdow po przejsciu stanow
chorobowych. Réwniez w przypadku infekcji AMDV u norek mamy do czynienia z
niekorzystnym oddzialywaniem stresu oksydacyjnego poprzez uszkodzenia bialek, lipidow,
DNA i weglowodanéw (Zmuda i wsp., 2022). Polimorfizmy zidentyfikowane w badaniach
wlasnych w genie SRSF5 moga mie¢ potencjalny wptyw na réznice w zdolno$ci do regeneracji
watroby po zmianach wywotanych infekcjg wirusem AMDYV w tym narzadzie.

Caputi 1 wsp. (2004) powigzali funkcjonowanie genu SRSF5 z regulacja splicingu
mRNA wirusa HIV-1 u cztowieka, co podkresla jego rol¢ w odpowiedzi organizmu na infekcje
wirusowe. Jak podaje Swanson 1 wsp. (2010) biatko bedace produktem ekspresji genu SRSF5,
wspomaga translacje niesplicingowanego RNA wirusa HIV-1, umozliwiajac mu replikacje 1
rozprzestrzenianie si¢ w organizmie. Ta funkcja w kontek$cie innych wiruséw sugeruje, ze
SRSF5 moze pei¢ podobng role w reakcji organizmu norek na zakazenie AMDV. Moze to
wskazywac, ze mutacje wystepujace w tym genie moga wplywac na szybsze namnazanie i
rozprzestrzenianie si¢ wirusa w zainfekowanym organizmie.

W badaniach dotyczacych innych chorob metabolicznych 1 zapalnych, gen SRSF5 byt
powigzany z procesami regulacyjnymi zwigzanymi z odpowiedzig na insuling oraz regeneracja
tkanek (Breig i Baklouti, 2013). Moze to sugerowaé, ze warianty w tym genie moga wplywac
na podatnos$¢ na rozne schorzenia zwigzane z metabolizmem, w tym na reakcje zapalne, co jest
obserwowane w przypadku objawow klinicznych charakterystycznych dla choroby aleuckie;.
Jak podaje Rifai (1987) w przebiegu choroby aleuckiej objawiajacej si¢ zapaleniem
sroédmigzszowym nerek i zapaleniem klebuszkéw nerkowych dochodzi do uszkodzenia nerek.

Te zmiany wynikaja z nacieku plazmocytow do nerek, odktadania si¢ kompleksow
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immunologicznych i zmian spowodowanych replikacja wirusa AMD w komorkach nabtonka
kanalikow nerkowych, torebce Bowmana i kigbuszkach nerkowych. W badaniach Suzuki i
Tomino (2008) choroba aleucka norek jest uwazana za zwierzecy model infekcyjnego zapalenia
nerek u czlowieka, przebiegajacego z hiperglobulinemig IgA. Rowniez zapalenie watroby
zostato wskazane przez Valdovska i Pilmane (2011) oraz przez Jensen i wsp. (2015) jako jeden
z objawdw AD u dorostych norek, bedacy skutkiem plazmocytozy. Reakcje zapalne w
przebiegu ostrej postaci choroby aleuckiej u norek byly raportowane takze w ptucach (Larsen i
wsp.,1984; Alexandersen 1 wsp., 1986; Jensen 1 wsp., 2015), w tetnicach (Porter 1 wsp., 1973)
i oponach mézgowo-rdzeniowych (Jensen i wsp., 2015). W chorobie aleuckiej norek w
zmianach i zaburzeniach, kluczowa role odgrywa nadmierna proliferacja limfocytoéw B i
wzmozona produkcja przeciwcial czego ostatecznym nastepstwem jest choroba
autoimmunologiczna (Aasted 1 Leslie 1991, Porter i wsp. 1980). Zidentyfikowane
polimorfizmy w genie SRSF5 u norek hodowlanych moga nie tylko wptywaé na reakcj¢ na
zakazenie AMDYV, ale takze na funkcje metaboliczne, immunologiczne oraz regeneracyjne
organizmu. Wplyw tych mutacji na roézne szlaki biologiczne, w tym odpowiedz
immunologiczng 1 regeneracj¢ tkanek, wskazuje na potrzebe dalszych badan, ktére pozwolg
lepiej zrozumie¢ ich role w odpowiedzi na chorobe aleucka.

Kolejnym genem badanym pod katem odpowiedzi immunologicznej na infekcje
wirusa AMD byl RNF165. Martino 1 wsp. (2012) stwierdzili, ze gen RNF165 koduje biatko
bioragce udzial w epigenetycznym programowaniu fenotypoéw limfocytéw T, co ma istotne
znaczenie w odpowiedzi immunologicznej u ludzi. Limfocyty T s istotnymi komorkami
uktadu odpornosciowego, odpowiadajacymi za rozpoznawanie i eliminowanie zainfekowanych
komorek oraz patogendéw, w tym wiruséw. Zmiany w epigenetycznej regulacji fenotypow
limfocytow T moga wplywa¢ na efektywno$¢ odpowiedzi immunologicznej. W
przeprowadzonych badaniach zidentyfikowano polimorfizmy RNF165 (141A>G, 596A>G) u
norek hodowlanych 1 dzikich, co sugeruje, ze zmiany te mogg mie¢ wplyw na reakcje
organizmu norek na obecnos¢ wirusa AMDYV poprzez wptyw na funkcjonowanie limfocytow
T. Wedlug Martino 1 wsp. (2012) gen RNFI165 reguluje wczesne etapy programowania
limfocytow T, totez wykryte zmiany w jego sekwencji moga wpltywac na rozwdj réznych
podtypéw limfocytow, a tym samym na zdolno$¢ organizmu do skutecznej odpowiedzi na
infekcje wirusowa. Jak podaja Markarian 1 Abrahamyan (2021), wirus AMDV po wniknigciu
do organizmu ulega ciaglej i intensywnej replikacji. Wykazuje on tropizm szczeg6lnie do tkanki
limfoidalnej, a gtéwnymi komoérkami docelowymi u norek dorostych sa limfocyty B i T. Aasted

(1989) w badaniach uktadu leukocytarnego w chorobie aleuckiej norek, wykazal ponad
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dwukrotny wzrost ilosci limfocytow T o fenotypie CD8+. Natomiast wg tego badacza liczba
limfocytow B i limfocytéw Th we krwi obwodowej nie ulega istotnym zmianom (Aasted 1989).
Ciagla replikacja wirusa stymuluje nadmierne wydzielanie specyficznych przeciwcial przez
uktad odpornosciowy, a takze uogdlniong plazmacytoze i gammapatie monoklonalne (Reichert
1 Kostro, 2014b). Jak podaja Chen i Aasted (1998) u norek podczas infekcji wirusem AMDV
obserwuje si¢ hipergammaglobulinemi¢ w surowicy wraz z podwyzszong odpowiedzig
przeciwciat na biatka NS1 1 VP1/2 wirusa oraz znaczny wzrost liczby limfocytow CD8+ we
krwi. Podobne zmiany zaobserwowano w krezkowych weztach chtonnych i §ledzionie. Autorzy
Ci stwierdzili u cigzko zakazonych norek struktura grasicy zanikta a komorki CD3+ znajdowaty
si¢ w calym narzadzie. Panicz i wsp. (2021) podaja, ze rozmiar $ledziony, petnigcej wazne
funkcje immunologiczne, byl powszechnie stosowany do oceny odpowiedzi immunologiczne;j
na rézne czynniki (John, 1994; Schulte-Hostedde i wsp., 2012). W badaniach tych autorow
norki zakazone AMDV miaty znacznie wyzszy stosunek masy $ledziony do masy ciata.
Powigkszenie $ledziony bylo najprawdopodobniej spowodowane obecnoscig patogenu, co
oznacza, ze narzady odpornosciowe byly w stanie wysokiej aktywacji 1 wytwarzana byla
zwigkszona liczba limfocytoéw, gtownie limfocytéw T (Abolins i wsp., 2017). Powiekszenie
$ledziony u norek zakazonych AMDYV jest zgodne z wczesniejszymi ustaleniami Reicherta i
Kostro (2014b). W badaniach Persson i wsp. (2015) stwierdzono roéznice we wzglednej masie
$ledziony u samcoé6w wolno zyjacych norek amerykanskich, natomiast nie stwierdzono réznic u
samic.

Obecnos¢ tych samych polimorfizméw genu RNFI165 w obu grupach norek,
niezaleznie od ich stanu zdrowia, moze sugerowaé, ze wptyw tych mutacji na kliniczny
przebieg choroby jest bardziej skomplikowany 1 zalezy od interakcji z innymi czynnikami
genetycznymi lub Srodowiskowymi. Mutacje RNF165 moga by¢ markerem zwigzanym z
odpornos$cia, ale réznice w reakcjach immunologicznych migdzy norkami hodowlanymi 1
dzikimi mogg wynika¢ ze wspotdziatania czynnikow genetycznych i srodowiskowych oraz
interakcji miedzy nimi. Aby w arbitralny sposob stwierdzi¢, w jaki sposob polimorfizmy w
genie RNF'165 wptywaja na odpowiedZ immunologiczng norek niezbedne sa dalsze badania.

Gen SKOR?2 koduje biatko nalezace do rodziny biatek SKI, ktoére dziataja jako
negatywne regulatory szlaku sygnatowego TGF-B (Karimi 1 wsp., 2021a). Utrata sygnalizacji
TGF-pB zostala powigzana ze stanami zapalnymi i chorobami autoimmunologicznymi (Karimi
1 wsp., 2021a), co moze mie¢ istotne znaczenie w przypadku choroby aleuckiej, ktora wptywa
na uktad odpornosciowy norek. Jak podaje Kowalczyk i wsp. (2019) oraz Kostro i wsp. (1999).
W wyniku intensywnej 1 cigglej replikacjt AMDV w organizmie zakazonych norek zostaja
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zaburzone funkcje uktadu immunologicznego, polegajace na nadmiernej syntezie swoistych
przeciwcial, intensywnym rozplemie komorek plazmatycznych i hipergammaglobulinemi.
Obecno$¢  przeciwciat  przeciwwirusowych  powoduje  powstanie  kompleksow
immunologicznych, ktére odktadajac si¢ w naczyniach krwiono$nych nerek, watroby i
Sledziony wywoluja stan zapalny tych narzadéw. Z kolei intensywny rozplem komodrek
plazmatycznych i wnikanie ich do $ledziony, nerek, watroby i weztéw chionnych powoduje
zmiany morfologiczne 1 zaburzenia czynnos$ciowe tych narzadow. Nastepstwem tych zaburzen
sg zmiany patologiczne w narzgdach wewnetrznych bedace przyczyng licznych padnigé
oseskow i mtodych norek, a tym samym niskiej optacalnos$ci hodowli zwigzanej z niska $rednia
miotu.

W przeprowadzonych badaniach zidentyfikowano polimorfizmy pojedynczego
nukleotydu (SNP) w genie SKOR2 (3000A>T u norek hodowlanych oraz dzikich oraz
3017A>G tylko u norki dzikiej). Obecno$¢ mutacji 3017A>G wytacznie u norki dzikiej w
kontekscie odpowiedzi immunologicznej, moze sugerowaé, ze zmiana ta moze by¢ zwigzana z
naturalng odpornosciag na wirusa. Populacja norek dzikich charakteryzuje sie nizsza liczba kopii
wirusa niz zwierzgta hodowlane, a w zwiagzku z tym moga wykazywac lepsza kontrole nad
stanami zapalnymi wywotanymi infekcja dzigki modyfikacjom w genie SKOR2. Réznice w
zidentyfikowanych mutacjach migdzy norkami hodowlanymi (uznanymi za probe badawcza w
niniejszych badaniach) i dzikimi (proba kontrolng) moga odzwierciedla¢ rozne strategie
obronne przeciwko wirusowi AMDV. Norki hodowlane, ktore zostaty wyselekcjonowane w
warunkach sztucznej hodowli, moga wykazywac¢ mutacje wpltywajace na wiekszg podatnos¢ na
zakazenie, podczas gdy norki dzikie, ktore miaty kontakt z wirusem w naturalnym srodowisku,
moga miec¢ lepiej rozwini¢te mechanizmy odpornosciowe. Obecno$¢ polimorfizmu 3017A>G
wylacznie u norek dzikich bez objawow choroby moze sugerowac, ze ten wariant genu SKOR?2
wplywa na lepsza kontrolg nad infekcja wirusowa 1 potencjalnie zwigkszona odpornos¢ na
wirusa.

Zidentyfikowane mutacje w genach SRSF'5, RNF165 oraz SKOR2 moga odgrywac
istotng role¢ w réznicach w podatnosci lub odporno$ci norek na zakazenie wirusem AMDV.
Mutacje te moga wptywac na rozne aspekty odpowiedzi immunologicznej, rozwoj choroby
oraz kliniczne objawy zakazenia. W szczegolno$ci mutacje w genie SKOR2 moga by¢ zwigzane
z naturalng odpornoscig u norek dzikich, co sugeruje mozliwo$¢ wykorzystania tej wiedzy w
programach hodowlanych majacych na celu selekcj¢ zwierzat odpornych na chorobe aleucka.
Geny te jak podaja Karimi i wsp. (2021a) sa kluczowe w odpowiedzi tych zwierzat na infekcje

wirusem AMDV. Dalsze badania sg jednak niezbedne, aby zrozumie¢ peilne znaczenie tych
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mutacji w mechanizmach obronnych organizmu norek. Mozna stwierdzi¢, ze uzyskane wyniki
badan wykazaty, ze istnieje zr6znicowanie molekularne w obrebie gendw odpowiedzialnych za
odpowiedz na choroby wirusowe (SRSF5, RNFI165, SKOR2) u norki amerykanskie;j.
Dotychczas w literaturze $wiatowej nie opisano polimorfizmu molekularnego sekwencji

kodujacych genow SRSF5, RNF165 oraz SKOR2 u norek amerykanskich.
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6. Podsumowanie i wnioski

W wyniku przeprowadzonych badan sformutowano nastepujace wnioski:
1. Zsekwencjonowanie metoda Sangera genéow SRSF5, RNF165 i1 SKOR2 pozwolito na
wskazanie potencjalnych miejsc polimorficznych, ktére moga by¢ zwigzane z réznym
przebiegiem choroby i odpornoscig na infekcj¢ wirusem AMDV.
2. Stwierdzono wystepowanie istotnych roznic w sekwencjach kodujacych badanych genéw u
gatunkow nalezacych do rodziny tasicowatych Mustelidae.
2. Mutacja o niesynonimicznym charakterze w obrebie genu SRSF5 916G>T (p.S2291) zostata
zidentyfikowana jedynie w grupie norek hodowlanych. Mutacja ta skutkowata zmiang seryny
na izoleucyne i dotyczyla trojki nukleotydowej AGT->ATT.
3. W obregbie genu RNF'165 stwierdzono dwa polimorfizmy. Pierwszy w pozycji 141 A>G, ktory
nie wptywal na zmiane aminokwasu. Drugi w pozycji 596A>G (p.R199K) , bedacy mutacja
typu missens skutkujacy zmiang w kodonie AGA->AAA.
4. Stwierdzono wystepowanie dwoch polimorfizméw w sekwencji kodujacej genu SKOR?2.
Miaty one charakter niesynonimiczny. Pierwszy z nich w pozycji 3000A>T
(p-K1000N)AGA->TGA odpowiadajacych za kodowanie K i N. Podobny charakter mutacji
stwierdzono w przypadku drugiego miejsca polimorficznego - 3017A>G (p.H1006R)
skutkujacego zmiang trojki nukleotydowej CCA->CCQG.
5. Stwierdzono mutacj¢ 173A>C w regionie 5’UTR genu SRSFS5, ktora nie wplywa
bezposrednio na sekwencj¢ aminokwasow, ale moze mie¢ wptywac poziom ekspresji genu
SRSFS.
6.Wystepuje zroznicowanie nukleotydowe w obrebie wybranych eksonow trzech badanych
genow (SRSF5, RNF165, SKOR?2) pomiedzy poszczegdlnymi osobnikami. Dla genu SRSF5
byla to mutacja w eksonie 1 1 8, dla genu RNF165 w eksonie 2 1 5, za$§ dla genu SKOR2 w
eksonie 7.
7. Stwierdzono zréznicowanie wynikéw uzyskanych na podstawie sekwencjonowania
wysokoprzepustowego (NGS) z bazy Ensembl a wynikami badan wtasnych uzyskanych
metoda sekwencjonowania Sangera w zakresie analizowanych genow. W obrebie genu SRSFS
stwierdzono mutacje: transwersje 173A>C, insercj¢ 758ins.T oraz transwersj¢ 916G>T. Dla
genu RNFI165 stwierdzono dwie tranzycj¢:141A>G oraz 596A>G. Gen SKOR?2
charakteryzowatl si¢ transwersjag 3000A>T oraz tranzycja w pozycji 3017A>G.
8. Okreslono polimorfizm molekularny genu SRSF5 z bazy Ensembl z sekwencjami

dostepnymi w bazie NCBI bedacych przewidywaniem metoda GNOMON dla blisko
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spokrewnionych gatunkéw z rodziny tasicowatych. Stwierdzono trzy tranzycje 108G>A,
110A>G, 466G>A oraz dwie transwersje 173A>C oraz 473A>C. W przypadku genu RNF165
stwierdzono trzy tranzycie (486T>C, 654A>G, 687T>C) oraz jedng mutacj¢ typu transwersji
771A>T/C. Gen SKOR?2 charakteryzowat si¢ 27 roznicami (21A>G, 72T>C, 403C>A, 450A>G,
471A>T, 576C>T, 579A>G, 582G>C, 597A>G, 603C>G, 609C>A, 642A>G, 855T>C,
1017A>G, 1023C>T, 1096A>G, 1318A>G, 1356A>G, 1467T>G, 1494T>G, 1719G>C,
1914C>A, 2022A>G, 2069A>C, 2292T>C, 2388T>C, 2472T>C, 2748T>QG).

9. Wystepujace polimorfizmy genetyczne wplywajac na efekt funkcjonalny kodowanych biatek,
prowadza do potencjalnych zmian w ich strukturze lub funkcji. Stwierdzono umiarkowany
efekt funkcjonalny polimorfizmu w genie SRSF5 916G>T(p.S229I) na uzyskane biatko. Dla
polimorfizmu SKOR2 p.K1006 stwierdzono negatywny efekt na biatko b¢dace produktem genu
SKOR?2. Natomiast substytucja w obrgbie genu SKOR2 p.H1006R zostala okreslona jako
neutralna.

10. Polimorfizm SRSF5 916G>T p.S2291 wystepujacy wylacznie u norek hodowlanych zostat
powigzany ze zwigkszong podatnos$cig norek na zakazenie wirusem AMD z uwagi na
niewystepowanie wyzej wymienionej mutacji u norek dzikich. Mutacja w genie RNF165
596A>G p. R199K wymaga dalszych badan z uwzglednieniem powigzania z liczba kopii
wirusa. Stwierdzono wystepowanie mutacji typu SNP w sekwencji kodujacej genu SKOR?2
3017A>G (p.H1006R) wylacznie u norek dzikich. Moze to by¢ zwigzane z podwyzszong

odpornoscia tej grupy zwierzat na infekcje wirusem AMD.
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Zalacznik 1. Porownanie sekwencji aminokwasowych biatka SRSF5 u badanych osobnikow: 1 Ex.1-8
— 3 Ex.1-8 (osobniki z grupy hodowlanej) oraz 4 Ex.1-8 — 6 Ex.1-8 (osobniki z grupy norek dziko
zyjacych) wzgledem sekwencji referencyjnej (0 Ex.1-8). Czerwona strzatka oznaczono miejsca
polimorficzne, zas gwiazdka miejsca konserwatywne.
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4. 3Ex.1-8 L AL FF Y FV AW LjE HA
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6.5Ex.1-8 L AA EF ¥ FV AV LS HA
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Zalacznik 2. Porownanie sekwencji aminokwasowych biatka RNF165 u badanych osobnikow: 1-3
(osobniki z grupy hodowlanej) oraz 4-6 (osobniki z grupy norek dziko zyjacych) wzgledem sekwencji
referencyjnej (0 Ex.1-8). Czerwong strzalka oznaczono miejsca polimorficzne, za§ gwiazdka miejsca

konserwatywne.
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Zalacznik 3. Porownanie sekwencji aminokwasowych biatka SKOR2 u badanych osobnikow: 1-3
(osobniki z grupy hodowlanej) oraz 4-6 (osobniki z grupy norek dziko zyjacych) wzgledem sekwencji
referencyjnej

(0 Ex.1-8). Czerwona strzatka oznaczono miegjsca polimorficzne, za§ gwiazdka miejsca konserwatywne.
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