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1 UvOD

Clovek je drobnico udon# pred okrog 10 000 leti. Redili so jo posameziiosdropih in
skozi stoletja se je ta panoga razvila po vsemus\ejci drobnice so se skozi zgodovino
sretevali z najrazlinejSimi boleznimi. Med te bolezni uv@mo tudi praskavec, obolenje

ovc, za katerega Se danes ne poznamo zdravila.

Praskavec je bolezen drobnice, ki jo v angleSkoogaiih drzavah bolj poznajo pod
imenom scrapie. Gre za krédnb obolenje ovc, ki se vedno k@ans smrtjo. Praskavec
spada v skupino prenosljivin spongiformnih encedalg (ang. kratica TSE), katerim
pravimo tudi prionske bolezni. Prionske bolezni Saipina bolezni, pri katerih se v
centralnem zitmem sistemu kopi spremenjena oblika prionske beljakovine, kar @pen
vedno povzréi smrt. Primarnega povztitelja do danes Se ne poznamo. Praskavec je bil
prvi¢ opisan Ze davnega leta 1732 v Veliki Britanijviglja za najstarej5o opisano bolezen
iz skupine prionskih bolezni. Zadnjéase veliko prahu v javnosti dviguje goveja
spongiformna encefalopatija (ang. kratica BSE)pmska bolezen, pri kateri obstajajo
namigi 0 moznosti prenosa ridoveka. Z izbruhom BSE-ja je postal pomemben tudi
praskavec, saj obstaja domneva o moZznem prenosggqualh prionov iz trupel ovac
obolelih za praskavcem na govedo krmljeno s predetastno-mesno moko iz trupel ovac
obolelih za praskavcem. &som so znanstveniki odkrili gen PrP, ki ga povepug
dovzetnostjo oziroma odpornostjo na praskavec. @& g razkéno dovzetnimi aleli je
postal osnova za zatiranje praskavca po svetudRatja gena PrP se je v sklopu rejskih
programov piiela genotipizacija ovc po celem svetu z namenonnargd praskavca. Ta
metoda je dinkovita, vendar p&asna in finatno precej zahtevna. Zato smo v sklopu te
naloge poskusSali poiskati dodatnetine za doldanje genotipa PrP na podlagi genotipa
sorodnikov. S pomgo segregacijske analize smo iwaali verjetnosti posameznih
genotipov za negenotipizirane zivali. Ta tara temelji na informacijah o rodovniku
posamezne zivali in genotipa sorodnikov. Z napovadgem genotipa PrP za
negenotipizirane zivali bi prihranili ker nekaj deh finartnih sredstev, ki so potrebna za

genotipizacijo Zivali.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 PRIONSKE BOLEZNI

Praskavec spada v skupino prenosljivih spongifonmemcefalopatij ali tudi prionskih
bolezni. Ze samo ime nam pove, da izbruh teh bofeavezujejo s prioni. Gre za posebno
obliko beljakovine, normalno prisotne v celicah,ski pod dol&enimi pogoji spremeni in
postane patogena. Patogeni prioni sénepp kopéiti v centralnem Zignem sistemu,
predvsem mozganih in tako povZajo prionske bolezni. Prionske bolezni so tesno
povezane z nevropatologijo, saj so zanje ¢dm@ spongiformne spremembe in
vakuolizacija v mozganih, stroglioza, nevronska afegacija ter odlaganje amiloida o
¢emer porda Jung (1996). Zaradi poskodb, ki se pojavljajo @zganih, se postopoma
pojavljajo Kliniéni znaki, ki so odvisni od tega, kateri del moZgane prizadet.

Inkubacijska doba je dolga in se vedno é@B poginom (Juntes, 2004).

Prionske bolezni so ugotovljene ne le pri zivalskibtah, ampak tudi pgloveku. Tako
med humane prionske bolezni Stejemo bolezen KumgutZfeldt-Jacobovo bolezen,
Gerstmann-Straussler-Scheinkerjev sindrom in Seteek druge. Pri Zivalih so najbolj
znane prionske bolezni praskavec (ovce, koze), jgospongiformnoa encefalopatija
(ang. kratica BSE) (govedo), kréna bolezen kopitarjev (jelenjad), prenosna dan
encefalopatija in druge encefalopatije, ki prizaglengamse, muflone, afriSke antilope,

domae make, pume in geparde (Jung, 1996) (Preglednica 1).

Javnosti je najbolj poznana goveja BSE, bolj jorfaomo pod imenom bolezen norih krav.
BSE so prvi identificirali leta 1986 v Veliki Britaniji. Stuge so vzrok za izbruh BSE-ja
iskale v opu&anju ekstrakcije z organskimi topili in znizanjureerature pri sterilizaciji v
tovarnah kostno-mesne moke. Postopek pridobivaogink-mesne moke so v tovarnah
spremenili z namenom pridobivanjac¢vialorij in s tem posledno zviSanje prehranske
vrednosti kostno-mesne moke. Ta sprememba tehplpgedelave pa ni pomenila le
zviSanja prehranske vrednosti, ampak naj bi s temogmili tudi »prezivetje« patogene
oblike priona. Po nekaterih domnevah naj bi virogahih prionov predstavljala trupla
ovac, obolela za praskavcem, ki so bila wdjna v predelavo. Taksno predelano kostno-

mesno moko so rejci dodajali govedu kot krmni delatkar je pripeljalo do prvih
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izbruhov bolezni v drugi polovici 80. let prejSngegtoletja v Veliki Britaniji (Smith in
Bradley, 2003).

Preglednica 1: Prenosljive spongiformne encefalfppti ljudeh in Zivalih (Jung, 1996)

Bolezen Vrsta Leto opisa bolezni
Praskavec vace, koza 1772
Creutzfeld-Jacobova bolezen Clovek 1920-1921

Gerstmann-Straussler-

NG Clovek 1936
Scheinkerjev sindrom
Alperjeva bolezen Clovek 1931
Kuru Clovek (Nova Gvineja) 1957
Prenosna kunja encefalopatija Kuna 1964-1965
Kroni¢na bolezen kopitarjev ~ Jelenjad 1980
Familiarna insomnija Clovek 1986
Bovina pongiformna
encefalopatija (BSE) Govedo 1986
Praskavcu podobne Ga[n5|, Mufloni, doméa  ; gaa 199
encefalopatije matka, Puma, Gepard

Nekateri dokazi govorijo o tem, da se bolezen @anadi na ljudi, ki so zauzili okuzeno
goveje meso. Na ljudeh se odraza kot nova oblikeuZfeldt-Jakobove bolezni (ang.
kratica vCJD ali tudi nvCJD) (Variant Creutzfeldzda ..., 2008a). Za to boleznijo bi naj
do sedaj umrlo priblizno 200 ljudi po vsem svetafent Creutzfeld-Jacob ..., 2008b).

2.2 PRASKAVEC

Praskavec je najstarejSa opisana bolezen iz skyppioeskih bolezni. Préije bil omenjen
Ze v 18. stoletju, naténeje leta 1732, ko na obija Velike Britanije zabelezili in opisali
prvi primer tega obolenja (Poser, 2001). \¢etfiu 20. stoletja, Se posebej po 2. svetovni
vojni, se je zaradi povanega trgovanja z plemenskimi zivalmi praskavesirhpo vsem
svetu. Tako soéasoma primere praskavca zabelezili skorajda povStatus drzav, kjer
praskavec ni prisoten trenutno uZzivata le Avstialj Nova Zelandija. Obe drzavi sta ob
izbruhu praskavca leta 1952 in 1954 uvedli visotendarde uvoza drobnice ter zakol
zivali, ki so bile v stiku z obolelimi. S temi ulppeso prepré&ili prenos praskavca v trope
po drzavi. Tej dvojici se v zadnjih letih poskusapiziti Se JuznoafriSka republika, ki trdi
da so praskavec dokémo iztrebili Ze leta 1972 (Gorjanc in Kompan, 2Q08)Sloveniji je

bil prvi primer praskavca diagnosticiran julija 2D@untes in Pogaik, 2004). Do sedaj je
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bilo obolenje odkrito v Sestih rejah, potrjenih jpabilo 163 primerov, ki so bili vsi med

sabo epizootioloSko povezani (VURS, 2007).

Praskavec je bolezen, ki ovira normalno delovangganov. Zanjo so ztidni dolga
progresivni potek, nekoordinirane kretnje, hipezega, m@no srbenje, pareze in paralize.
Zn&ilna je daljSa inkubacijska doba, saj je bilo n&jpeimerov praskavca zabeleZenih pri
starosti od 2 do 5 let. Znani pa so tudi primerinpiajSih Zivalih. Klinicni znaki bolezni se
razvijajo zelo poasi in razléno od Zivali do Zivali. Z&tni znaki bolezni so povezani s
spremembo v obnaSanju, zarddsar ga je v Z#tni fazi zelo teZko diagnosticirati. Tako
se v zéetnem stadiju bolezni obolele Zivali¢lip od tropa oziroma rahlo zaostajajo za
tropom, postanejo pa tudi precej nervozne, agresizaspane ter nekoliko zmedene.
Pozneje se zaejo pojavljati Se drugi znaki praskavca: podrhtgeaglave in vratu,
stresanje z glavo in ztiéno gibanje ustnic. Pojavi se @wo srbenje, najprej na zadnjih
delih, pozneje pa po vsem telesu ter drgnjenjeaalicne objekte. Zivali se praskajo tako
da odpade volna, pozneje se celo grizejo in nakagianejo razne poskodbe. Po praskanju
je bolezen tudi dobila ime. Pojavljati se¢majo Se nekoordinirane kretnje, pareze ter
paralize, znélen je pojav zanaSanje zadnjih nog (Slika 1). Ti@ékBolezenske znake lahko
Zival kaZe od nekaj tednov pa da:veesecev, na koncu pa vedno poginejo (Clinicalssign
of scrapie, 2008).

Slika 1: Primer ovce obolele s praskavcem: odpdldika in problemi z zadnjimi nogami
(The rationale ..., 2008)
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Praskavec je kljub Stevilnim bolezenskim znakomkdediagnosticirati, saj obstaja kar
nekaj drugih bolezni s podobnimi klémimi znaki, kot so listerioza, plmica in steklina
(Scrapie, 2008). Na zivih zivalih lahko praskaveagdosticirajo le s pontgo biopsije
limfoidnih tkiv v notranjosti tretje veke (O'Rourke sod., 2000). Na truplih je diagnoza
lazja, saj naredijo mikroskopsko preiskavo mozgdmskiv, kjer dokazujejo prisotnost
patogene oblike priona (Spraker in sod., 2006).

Praskavec je prenosljiva bolezen in se prenasSa&haarinov (Detwiler in Baylis, 2003):

- horizontalno: prenos med vrstniki v tropu, porgivaakontaktom,

- vertikalno: prenos od starSa na potoma&gasu oplodnje, embrionalnega razvoja
zarodka in poporodnega obdobja.
Za najpomembnejSi prenos velja horizontalni preokszbe. Gre za prenos z zivali na
Zival v tropu z direktnim ali indirektnim kontaktoriNajpogostejSi horizontalni prenos je
preko oralnih poti, obstajajo Se prenosi z odpaidépitelnimi celicami, ki nastanejo ob
praskanju zivali in tudi preko limfoidnih tkiv. Tablika prenosa velja za zelo pogostega
predvsem v méno okuzenih tropih (Woolhouse in sod., 1998).

Pri vertikalnem prenosu se ponavadi okuzba premas@otomca Sele ob porodu. Vir
okuzbe predstavlja posteljica, ki je lahko tudi Rorizontalnega prenosa za druge zivali v
tropu ob morebitnem stiku (Hoinville, 1996). Vesdlkn prenos je mogdudi preko drugih
izlockov; tako Jung (1996) pota o prenosu preko okuzenega mleka in urina. Ngve
nevarnost vnosa praskavca v trop predstavlja pritedh zivali v trop. Tako je v Veliki
Britaniji na sploSno sprejeto, da je praskavec olgjrisoten pri t.i. »razstavnih« zivalih.
Torej pri zivalih, ki se prodajajo na avkcijah ingobnih prireditvah, pri tem pa ima pozni
nastop bolezni seveda bistveno vlogo. Zato je meavza rejce pomembno, da namenijo
pozornost predvsem Zivalim ob nakupu, Se posebgripavozu Zivali iz bolj ogroZzenih

obmaij, kjer je praskavec bolj pogost pojav (Gorjand&iompan, 2005).
2.3 PRIONI

Prionske bolezni prizadenejo osredniji &iv sistem. Prioni so beljakovinski kuzni delci
(brez nukleinske kisline), ki jih je prvi opisaludiner (1982). Poznamo dve obliki prionov,
normalna oblika (P in abnormalna oblika (Pt® (Slika 2). Collinge in sod. (1994)
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trdijo, da je normalna oblika priona (PyRedno prisotna v celicah. Najpogosteje se nahaja
na povrSini nevronov na katere se pritrjuje prekkognozitol fosfolipidnega sidra in je
proteazno okutljiva. Imela naj bi sinaptne funkcije. O abnormalni obliki priona, ki
povzrasa prionske bolezni je prvi patal Prusiner leta 1982. PfRe relativho odporna na
proteaze in se kogiv citoplazemskih veziklih.

Slika 2: Tridimenzionalna slika priona, levo norevabrion, desno patogen prion (Prion Protein RXF08)

Abnormalna oblika priona (Pt® povzraia prionske bolezni tako, da spreminja normalno
obliko priona (Pr® v patogeno (Pr®, ta proces sta podrobno opisala Horwich in
Weissman (1997). Ko okuzena celica odmre, pav¥zuknje v mozganih, njeni prioni se
sprostijo in tako napadejo druge celice. Abnormatihdika priona se zZme koptiti v
osrednjem Zigevju in ga uniuje. Prionske bolezni se odrazajo kot Kepije patogenih
prionov v centralnem zénem sistemu, predvsem v mozganih in hrb@nj¥ tkivih
mozganov nastanejo Stevilne drobne vakuole, kigavfjajo na téno dolaenih mestih.
Te vakuole dajejo mozganskemu tkivu gobast vidéikgdS3), zaradicesar je skupina teh
obolenj dobila ime spongiformne encefalopatije. @ @ki bolni Zivali nastane v mozganih
spuzvasto tkivo (spongiformna degeneracija), besedafalopatija pa pomeni, da gre za
bolezen mozganov (Juntes, 2004).
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Slika 3: Koptenje spremenjenih prionov (PFfPv mozganih (Prion Lab, 2008)

Kopicenje patogene oblike priona velja za &l pojav pri prionskih boleznih, zato so
nekateri znanstveniki primerjali sestavo normalnpgana s patogeno obliko. Tako do
sedaj med obema oblikama Se ni bila odkrita nolkemaijska razlika, kar trdita Stahl in
Prusiner (1991). Obe obliki pa se razlikujeta v @ukturi o¢emer poréajo Pan in sod.
(1993). Pana in sodelavce so zanimale histoloSkarsgambe, kot posledica spremenjene
beljakovine. Ugotovili so, da se na nivoju struktyoroteina pri spremembi iz normalne v
patogeno obliko poweije delezp-listov na r&un zmanjSevanja-heliksov. Thomsonsa
(2001) so zanimale Se nadaljne spremembe. Odkrillgese pozneje &aejo pojavljati
histoloSke spremembe na centralnemcéewu (mikroskopske posSkodbe v srednijih
mozganih, v mozganskem deblu, malih mozganih,deelposkodbe v progastem telesu in
hrbtenj&i). Znailne mikroskopske poskodbe so degeneracija nevioastrocitoza in
spongioza. Tip degeneracije nevronov je t&rlj v&€inoma gre za skenje, s pov&ano
bazofilijo (pove&ano Stevilo bazofilcev v tkivu) in citoplazemskokualizacijo. Pojavi se
tudi centralna kromatoliza in ishetne spremembe celic. MoZen je tudi pojav astrocitoze
V casu infekcije se najprej v astroglialnih celicalumkilira nenormalen prionski amiloidni
protein. Thomsons (2001) je menil, da bi ta astatrgh celica lahko bila primarno mesto
pomnozevanja proteina. Zaradi nastetih poSkodb ewralnem Zzignem sistemu se
prionske bolezni navzven kaZejo kot spremembe \skiega stanja. Zivali ob pojavu te
bolezni m@&no spremenijo svoje obnaSanje, npr. za krave abaaIBSE je zri@no, da
postanejo plasne ali agresivne, nenormalno se eelejajo in Skrtajo z zobmi, izgubljajo
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koordinacijo gibanja in ravnotezja in postanejogeitljiva na drazljaje iz okolja ter tudi

izgubijo apetit. Podobno pa je tudi pri ovcah.
2.4 PrP GEN

Dejstvo, da ta bolezen ovc velja za enega izmedhihoirov izbruha goveje spongifomne
encefalopatije, ki je posredno nevarna tudi zailjyel znanstvenike silila v temeljito
raziskovanje praskavca. Znanstveniki so se zavedalnekatere Zivali v tropu poginejo
zaradi praskavca druge pa ne, ali pa poginejo igjihvstarostih. 1z tega so sklepali, da
obstajajo razlike med Zivalmi glede odpornosti masgavec. Prve genetske raziskave so
opravili v Veliki Britaniji (Dickinson, 1976).Credo ovac so namenoma okuZili s
praskavcem in jo nato selekcionirali v dve linia wsnovi raztinin inkubacijskihéasov.
Nasli so gen, ki bi naj kontroliral inkubacijsko lwmin ga poimenovali Sip (ang. scrapie
incubation period). Gen Sip bi naj imel dva alétesicer sA in pA. Alel sA so imele Zivali
s krajSo inkubacijsko dobo, pA pa zivali z daljg&ubacijsko dobo (Dickinson in Outram,
1988).

Poskusi na fkih so pripeljali do odkritja prionov (PrP) (Prusim 1982). Gre za
konformacijsko spremenjene beljakovine, za katerezapis nahaja v prionskem genu
(PrP), kar opisuje Oesch in sod. (1985). Domnesajida so nekatere oblike tega gena
odgovorne za obolenje s praskavcem. Moore in d898) so s poskusi na misih prisli do
zakljweka, da sta gena Sip in PrP spravzaprav en inastiig da je polimorfizem gena PrP
odlocujo¢ za &inkovito nastajanje patogene oblike priona. Priatekh Zivalih se je
praskavec pojavil prej kot pri drugih, pri nekaltepa se sploh ni pojavil za kar bi naj bile
odgovorne raztine pojavne oblike gena PrP. Nadaljne raziskave §eRaso znanstvenike
pripeljale do mest na genu (kodonov), kjer se digpvrazlike. Razlike se pojavljajo na
kodonih 136, 154 in 171. Na kodonu 136 se lahkarkta dve aminokislini alanin (A) in
valin (V), na kodonu Stevika 154 arginin (R) intide (H) in na 171 kodonu (171) arginin
(R), histidin (H) in glutamin (Q). Ta mesta so zbl@zu in jih zato obravnavamo kar kot en
alel, ker je malo verjetnosti za rekombinacije miemtoni, ki so tako blizu skupaj
(Preglednica 2) (Hunter, 2007). Poznanih j¢ aéelov, med njimi so pogostejSi: ARR,
AHQ, ARH, ARQ in VRQ, v zadnjih nekaj letih pa jeld odkritih Se nekaj alelov pri
posameznih pasmah po svetu. Tako Alvarez in s@@6)2por@a o leucinu na kodonu 154
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in alelu ALQ pri eni izmed Spanskih pasem, Kutatersod. (2002) pa potajo o alelih
AHR in VRR, ki so ju leta 2002 identificirali priggmah Texel, Sufolk in Nolana. Alel
ARQ velja za izvoren alel, saj se vsi ostali razjgfo od njega le na enem mestu. Ta alel je
tudi najbolj pogost pri w@ni pasem, Se posebej pri nekaterih starejSih pas(@orjanc in
Kompan, 2005).

Preglednica 2: Polimorfizmi na genu PrP in 5 nagsigjSih alelov pri ovcah (Hunter, 2007)

Kodon Aminokislina Alel

136 Valin (V) VRQ
Alanin(A) ARQ

ARR

AHQ

ARH

154 Arginin(R) VRQ
ARQ

ARR

ARH

Histidin(H) AHQ

171 Glutamin(Q) VRQ
ARQ

AHQ

Arginin(R) ARR

Histidin(H) ARH

Aminokisline povezujemo z dovzetnostjo na praskavexko velja Valin (V) na kodonu
136 za dovzetno aminokislino, medtem ko alanin ZA)dporno, @emer poréa Hunter
in sod. (1994). Na kodonu 154 velja histidin (H)dmvzetno aminokislino, arginin (R) pa
za odporno (Laplanche in sod., 1993). Na kodonualihokislini glutamin (Q) in histidin
(H) povezujejo z dovzetnostjo, arginin(R) pa z adhpstjo na praskavec (Westaway in
sod., 1994).

Aleli se tako med sabo razlikujejo po dovzetnosti praskavec. Vrstni red od najbolj
odpornega alela do najbolj dovzetnega je: ARR, ABQH, ARQ in VRQ. Ker so ovce
diploidne Zzivali, imajo avtosomalne kromosome img@a njih v homolognih parih. Zato
dobijo potomci en gen odeta in enega od matere. Tako nastanejo iz tehvataldicno

dovzetne kombinacije genotipov, ki jih nosijo posame zivali (Preglednica 3). V primeru
kombinacije alelov ARR in VRQ (genotip ARR/VRQ) e bilo odkritih nekaj primerov

praskavca, kar dokazuje na dominanten vpliv alé@\had ARR. Na splosno pa velja, da
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ovce z bolj dovzetnimi genotipi zbolijo in umiragoej kot tiste z manj dovzetnimi. Aleli,
ki so bili odkriti Sele pred kratkim (ALQ, VRR inAR) veljajo zaenkrat Se za zelo redke

in jih zato ne obravnavajo posebe;.

Preglednica 3: Dovzetost/Odpornost ovc na praskgleste na genotipe PrP (Hunter, 2007)

Genotip Tveganje za okuzbo s praskavcem
ARR/ARR Najbolj odporen na praskavec
ARR/ARQ Odporen na praskavec, vendar so lahko
ARR/ARH potomci dovzetni zaradi odvisnosti od
ARR/ARQ genotipa drugega starSa
AHQ/AHQ
ARH/ARH
ARQ/ARH ViSja nevarnost za okuzbo s praskavcem
AHQ/ARH zivali in njihove potomce
ARQ/AHQ
ARQ/ARQ
ARR/VRQ Dovzetnost na praskavec, vendar bi zivali

lahko bile uporabljene kot vir alela ARR

ARQ/VRQ
QES/A\/;;% Ovce z visoko dovzetnostjo zase in potomce
VRQ/VRQ

2.5 ZATIRANJE PRASKAVCA

V tropih, kjer se pojavi praskavec, powvaroveliko gospodarsko Skodo. Tako si
znanstveniki in seveda tudi rejci zZelijo kontrokdnto boleznijo. O pomembnosti kontrole
nad praskavcem se jecedo govoriti v zéetku 90. let prejSnjega stoletja, in sicer iz dveh
razlogov. En razlog je odkritje nove oblike Creetdt-Jacobove bolezni, drug razlog pa je
mozen preskok BSE-ja na ovce,kar so na poskusilaz#dkFoster in sod. (1993). Skrb
vzbujajae je dejstvo, da je BSE za razliko od praskavcarguno nevarna za ljudi, ter da
je locevanje BSE-ja od praskavca skorajda nemiegolako obstaja moznost, da bi
praskavec prikril mozen izbruh BSE-ja pri ovcahntés in sod., 2005). Zaradi teh dejstev

si znanstveniki in javnosti zelijo zatreti vsaj aamed obeh prionskih bolezni.

DrZzave so se zatiranja praskavca lotile na¢aeln&ine (Detwiler in Baylis, 2003):
- popolno untenje okuZenega tropa in sorodnih tropov od kodeliziz okuZenega
tropa izvirajo,

- uni¢enje okuzenih zivali in njihovih sorodnikov, predws po maternalni strani,
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- unicenje zivali, katere predstavljajo tveganje za ikbpraskavca v tropu, npr.
uni¢enje vseh mladeyv,
- uni¢enje okuzenih Zivali,
- CiS¢enje in dezinfekcija vseh prostorov, kjer so seajallh okuzene zivali,
- upoStevanje dolene dobe, ki mora preiemed unéenjem okuzenega tropa in
vhlevitvijo novega tropa v prostore,
- uporaba selekcije za zatiranje praskavca na ogematipa PrP.
O samem zatiranju praskavca so govorili Ze v I8egt (Leopoldt, 1759, cit. po Detwiler
in Baylis, 2003). Tako je Leopoldt (1759) ze leté52 pisal o tem, da naj rejci zival
obolelo za praskavcetiimprej izlcgijo ali pa vsaj izolirajo od ostalega tropa. Skieta so
drzave ubrale mnogo raahih pristopov k zatiranju praskavca. V drzavah laba
Avstralija in Nova Zelandija je bil pristop prauilen winkovit, v nekaterih drugih drzavah
(Kanada, Islandija inj ZDA) pa je bila strategijatizanja manj uspeSna (Detwiler in
Baylis, 2003). Klj¢no v primerih Avstralije in Nove Zelandije je bilda so praskavec
odkrili Se dovolj zgodaj in so s takoSnjim d@njem obolelih Zivali in njihovih sorodnikov
prepreili okuzbo ostalih tropov v drzavi. V nekaterih dvah (npr. Islandija), kjer je bilo
zatiranje manj uspesno, je praskavec skozi lettapeademina bolezen in tako se sedaj
vedno pojavlja v istih tropih na istih obijih (Thorgeirsdottir in sod., 1999).

Moc¢na povezava med okuzbo s praskavcem in genotipdm dje selekciji na genotip
PrP veliko prednost proti ostalimi strategijami. $tategija selekcije daje upanje na
mozno kontrolo te bolezni (Schreuder in sod., 1998ko so zéeli izvajati program
selekcije na genotip PrP v mnogih drzavah (VelikdaBija, Francija, Nizozemska, ...).
Velika Britanija je leta 2001 v sklopu selekcije genotip PrP uvedla t.i. National Scrapie
Plan (NSP), v katerem so posamezne genotipe Prieliiazs ve¢ skupin, glede na
odpornost (Dawson in sod., 2008). Skupine so poawaln kar skupine NSP (National
Scrapie Plan) ter genotipe razvrstili v pet skupthnajbolj odpornih do najbolj dovzetnih.
Najbolj odporen genotip ARR/ARR je u¢en v skupino ena, genotip VRQ/VRQ, ki velja
za najbolj dovzetnega pa v skupino pet. V drug@sitauvr&€amo genotipe, pri katerih je
en alel ARR, drugi pa ni VRQ, v tretjo skupino pa&%amo vse mozne genotipe ki se
pojavljajo, brez alel ARR in VRQ. \etrto skupino NSP uvtamo genotip ARR/VRQ
(Preglednica 4).
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Preglednica 4: Skupine NSP (Dawson in sod., 2008)

Skupina NSP Genotip

ARR/ARR

ARR/AHQ, ARR/ARH, ARR/ARQ

AHQ/AHQ, AHQ/ARH, AHQ/ARQ, ARH/ARH, ARH/ARQ, ARQARQ

ARR/VRQ

QB|WIN|F

AHQ/VRQ, ARH/VRQ, ARQ/VRQ, VRQ/VRQ

Nekatere druge drzave, predvsem severno evropskeslesble angleSskemu modelu
zatiranja praskavca. Leta 2003 se jim je zakongkdjyxila Se Evropska Unija. V letu
2003 je Komisija EU sprejela uredbo 2003/100/ESjekdolatala minimalne pogoje za
vzpostavitev rejskih programov za odpornost nasirasivne spongiformne encefalopatije
pri ovcah. Odl¢ba zahteva, da je dolznost vsakanice Evropske Unije, uvedba rejskega
programa za izbiro odpornosti proti TSE pri nekater pasmah ovc
(Odlccba komisije ..., 2003). V letu 2006 je bila na Svatuv Evropskem Parlamentu
sprejeta sprememba oziroma dopolnitev Uredbe (ESP8/2001, ki daje pravno podlago
za izvajanje selekcije na TSE. Ta dopolnitev uredbleca, da se rejski programi drzav
¢lanic osredotdijo na trope z visokim genetskim potencialom, vzpesev podatkovne
baze o rodovniku zivali in morebitnih ze déémih genotipih. Prav tako dala metodo
genotipizacije in ustanove, ki so pooldase za izvajanje le te. Rejski programi se
sestavijo za posamezne pasme na podlagi: frekueluy @notraj pasme, staleza pasme in
izogibanja parjenja v sorodstvu in/ali nakipega toka frekvenc alelov. Osnovna ideja je
poviSanje frekvence alela ARR v tropu ovac, hkpatizmanjSanje alelov, ki prispevajo k
dovzetnosti na TSE, predvsem alela VRQ. Uredba tiodca, da se izéred, kjer je
genotip plemenskih Zivali poznan, odbirajo le Zivati katerih obstaja verjetnost, da je
vsaj en alel ARR. Zivali, pri katerih obstaja vémest, da imajo najmanj en alel VRQ, se
ne odbira. Pri selekcijskem delu je usmeritev, d&olikor zivali ustrezajo drugim
pogojem, imajo pri odbiri prednost Zivali z genoiip ARR/ARR ( torej Zivali iz NSP 1),
sledijo Zivali z genotipom ARR/- (NSP 2). Zivali ISP 4 in NSP 5 gredo v zakol,
medtem ko se zivali iz tretje skupine NSP odbidajos kolikor je to potrebno, torej ali
zaradi pomanjkanja drugih zivali ali v primeru idn® dobre kvalitete teh zivali. Tako bi
stasoma skuSali do&ecim vegjo frekvenco alela ARR irtim manjSo frekvenco alela
VRQ (Uredba st. (ES) 999/2001 ..., 2001). Na splognérekvenca alela VRQ Ze sedaj
nizka, vendar pa je velikokrat nizka tudi frekcermtala ARR (Preglednica 5). Pridiei
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pasem ima najviSjo frekvenco alel ARQ, tako je 1&g tudi frekvenca genotipa
ARQ/ARQ. Zato je, kot navajata tudi Gorjanc in Kaanp(2005), Stevilo obolelih ovac s
praskavcem z genotipom ARQ/ARQ enako ali celgev&ot pri genotipu VRQ/VRQ.

Preglednica 5: Frekvence alelov pri nekaterih eskidppasmah (Lihken in sod., 2008)

Frekvence posameznih alelov (v %)

Pasma ARR ARQ AHQ ARH VRQ
Altamura (ITA) 32,3 53,2 8,1 6,4 0
Braunes Bergschaf (NEM) 21,9 75,0 0 0 3,1
Churra (POR) 16,7 76,7 3,3 3,3 0
Hungarian Merino (HU) 32,3 59,7 4.8 1,6 1,6
Karakul (ROM) 12,9 87,1 0 0 0
Laticauda (ITA) 51,6 37,1 3,2 8,1 0
Rhoenschaf (NEM) 45,1 38,7 0 8,1 8,1
Swaledale (UK) 50,0 22,6 24,2 0 3,2

Dawson in sod. (2008) trdijo, da nas takSen enestagenetski nadzor nad praskavcem
vodi do priloznosti, da dobimo pasme, ki so bolpodhe na to bolezen. V svoji Studiji
opisuje uspehe selekcije na genotip PrP, ki sodoezene s programom NSP v Veliki
Britaniji. Tako je bilo do sedaj genatipiziranih Zec kot 700 000 ovnov iz 90 razhih
pasem po vsem svetu. Dawson je primerjal spremdnekoenc posameznih skupin NSP
v Veliki Britaniji od zaetka uvedbe NSP programa (2001) pa do leta 200 (8).
Frekvenca genotipov uwdnih v skupino NSP 1 se je poviSala z 28,8% na%7,6
Frekvenca genotipov iz skupine NSP 2 je ostalastiaavni, in sicer 40%. Stevilo Zivali z
genotipi iz skupine NSP 3 se je znizalo iz 24,9%0%6. Prav tako pa je opazen padec
frekvence genotipov iz NSP 4 in NSP 5, in siceb@® na 2,3% (slika 4).
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Slika 4: Sprememba frekvence (v %) skupin NSP @vaiti Scrapie Plan) od &stka uvedbe programa
selekcije (2002) in letom 2006 (Dawson in sod.,&00

Selekcija na genotip PrP sloni na negativni odbirali z VRQ alelom in spodbuja odbiro
Zivali z ARR alelom. Po uvedbi programa selekcigegenotip PrP se je frekvenca alela
ARR v tropih po Veliki Britaniji povéala za 36,5%, frekvence ostalih alelov pa so se
zmanjSale. Frekvenca alela VRQ se je zmanjSalaza&k60% (Preglednica 6).

Preglednica 5: Spremembe v frekvencah alelov pdhiyerograma selekcije na genotip PrP v tropih po
Veliki Britaniji (Dawson in sod., 2008)

Alel Frekvenca v letu 2002 Frekvenca v letu 2006 Sprememba frekvence
(v %) (v %) (v %)
ARR 50,4 68,8 +36,5
AHQ 7,4 5,5 -25,7
ARH 9,9 5,6 -43,4
ARQ 29,2 18,9 -35,3
VRQ 3,0 1,2 -60,0

Pojavlja pa se tudi nekaj dvomov o pravilnosti keille na genotip PrP. Znanstvenike
skrbijo posledice zmanjSane ali celo obratne sgkek@ proizvodne lastnosti, mozni so
vplivi parjenja v sorodstvu, mozen je pojav marggéeaetske variabilnosti, neznan pa ostaja
tudi vpliv alelov na Stevilne druge lastnosti. Tako izSle Stevilne Studije o vplivih
selekcije na proizvodne lastnosti, ki so p@&inezavraale te skrbi. Tako Prokopova in
sod. (2002) niso nasli nobene trdne povezave nstdastjo in genotipom PrP. V Ne&ij
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so analizirali vpliv genotipa PrP na proizvodnédnasti tako pri mesnih (De Vries in sod.,
2004) kot pri mleénih pasmah (De Vries in sod., 2005). Pri nobeniobéh Studij niso
prisli do trdnih dokazov o vplivu genotipa PrP maipvodne lastnosti. Nekaj povezav pa
se je le naSlo. Brandsma in sod. (2004) so pri pagxel ugotovili, da sta alela ARR in
VRQ povezana z viSjo rojstno tezo, alel VRQ pa tdisSjo tezo ob 135 dnevu starosti.
Sawalha in sod. (2007) p@ajo o veji prezivitveni sposobnosti jagnjet z dovzetnejSimi
aleli, predvsem alela ARQ, kar Sawalha in sod.ggje kot enega izmed vzrokov visoke
frekvence alela ARQ v tropih. Sweney in Hanrahad08) sta zbrala celotno literaturo, ki
govori o vplivu genotipa PrP na proizvodne, repkdome lastnosti in zdravje zivali.
Sklepala sta, da do sedaj ni nobenih trdnih dokadaselekcija na genotip PrP vpliva na
proizvodne, reproduktivne lastnosti ali zdravstvetamje Zivali. Alfonso in sod. (2006) so
prouwtevali kako selekcija na genotip PrP vpliva na kmefit inbridinga. V Studiji niso
nasli omembe vrednega pd&amja koeficienta inbridinga v proevanih tropih. Do
podobnega zakljika so priSli tudi Palhiere in sod. (2006) v svdudiji selekcije na
genotip PrP pri francoskih pasmah ovac. Na povéSgajrjenja v sorodstvu selekcija na
genotip PrP ne bi smela bistveno vplivati, razdarppsmah, ki so manjStetiie (Dawson
in sod., 2008). Problem takSne selekcije je tudi, rd popolnoma jasno, kakSen je
mehanizem odpornosti na okuzbo. Znanstveniki nispngani ali gre pri doldenih alelih

le za podaljSanje inkubacijske dobe ali dejanskpoaabst. Moore in sod. (1998) so na
podlagi poskusov na miSih menili, da gre bolj zalg@anje inkubacijske dobe. Dvom
glede pravilnosti selekcije nastaja tudi zaradirdglkdolo¢enih variacij izven omenjenih
treh mest na genu PrP. Moum in sod. (2005) g@mooo variabilnosti povezani z PrP
genotipom na kodonu 141. Baylis in Goldman (200#ppr@&ata o nekonstantnem vplivu
gena PrP na odpornost proti praskavcu pri ¢aili pasmah in tudi o0 moznosti razlih
vrst praskavca, pri katerih povezava PrP gena zorodstjo ni jasna. Nekateri se
sprasujejo ali so nekateri aleli in genotipi re§ Bb manj odporni za praskavec in je tako
pozitivha oziroma negativna selekcija proti alijlhavo korist res upra¥ena. Tako na eni
strani porgéa Hunter (2007) o tropih v obrsith Velike Britanije, kjer se pri Zivalih
genotipa VRQ/VRQ skoraj zagotovo razvije praskavee,drugi strani pa Bossers in
sod. (1999) porajo v Novi Zelandiji in Avstraliji ter Tranulis insod. (1999) na

NorveSskem o Zzivalih z genotipom VRQ/VRQ, ki so kitmo zdrave. O Se eni drugi
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skrajnosti pa poia Ikeda in sod. (1995) in sicer o pojavu praskgrca@vci z genotipom
ARR/ARR na Japonskem.

Leta 2003 so odkrili tudi nov sev oziroma tip prasta z nenavadnimi zéitnostmi in ga
poimenovali Nor98 ali tudi atipni praskavec (Benestad in sod., 2003). Moum in sod.
(2005) so odkrili, da je ta oblika praskavca poveza polimorfizmom na kodonu 141 in
154 in da nobena izmed teh obolelih Zivalih ni imnalela VRQ. V zadnjersasu so izSla
Stevilna poreila, ki govorijo o primerih atiginega praskavca, tako Bosschere in sod.,
(2004) poreajo o tej obliki praskavca v Belgiji, Buschmanndaod. (2004) por&ajo o
atipicnem praskavcu v Netiji, Gavier-Widen in sod. (2004) pa na Svedskenr, daje
sum, da se ta oblika praskavca pojavlja ¥inMeevropskih drzav (Ulvund, 2008), in tako

postavlja dosedanje zatiranje praskavca pred nitk dheom.

2.6 SEGREGACIJSKA ANALIZA

Genotipiziranje Zivali je postalasimkovita metoda zatiranja praskavca. Zal vimerej vse
zivali niso genotipizirane. StroSki genotipizacge sicer zmanjsujejo, vendar pa zbiranje
tkiv, genotipizacija in poznejSa administracija \&no predstavljajo zajeten stroSek za
rejske programe. Zivali, ki niso genotipiziraneyirajo Wwinkovitost selekcije, zato so
kakrsnekoli metode, ki nam dajejo dodatne inforpeaci genotipu teh zivalih dobrodoSle
(Vitezica in sod., 2005). Dejstvo je, da lahko zoyostjo dol@mo genotip potomca v
kolikor sta njegova starSa homozigota. Na printerjmata starSa genotip ARR/ARR in
ARQ/ARQ, potem imajo njuni potomci z gotovostjo gép ARR/ARQ. Dola@itev
genotipa za negenotipizirane zivali je star, a poiven problem. Elston in Stewart (1971)
sta bila prva, ki sta predstavila sploSno metodddecitev genotipa sorodnikov. Metodo
sta uporabila v humani genetiki, kjer sta poskusalaiti ucinek letalnih alelov. Zelela
sta ugotoviti ali se letalni geni odrazajo domimentali recesivno. Poleg tega pa sta
poskuSala dolati prenaSalce teh letalnih genov. Celoten postopekenujemo
segregacijska analiza. Del segregacijske analieéspavlja izraun verjetnosti genotipa za
negenotipizirane osebke na podlagi znanega genetipadnikov. Verjetnost genotipov
posameznega osebka sta ¢mrzala tako, da sta préwmala verjetnosti genotipov od vrha

rodovnika navzdol in z dna rodovnika navzgor. Metadenujemo lu&nje (ang. peeling).
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V zivinoreji so rodovniki bolj prepleteni kot prjuldeh, zato Elstonov in Stewartov
algoritem ni primeren za uporabo (van Arendonk ienKedy, 1989). Rodovniki v
Zivinoreji so veji, samci imajo veliko v& potomcev, samice v Zivljenjskem obdobju
zamenjajo ve partnerjev, pogost pojav pa je tudi parjenje wdetvu. Van Arendonk in
Kennedy (1989) sta bila prva, ki sta Elstonov ievi&irtov algoritem priredila za uporabo v
Zivinoreji. Van Arendonkova metoda je poznana fooll imenom iterativno ld&nje. Pri
iterativnem lugenju je verjetnost, da ima posameznik delo genotip determinirana kot
funkcija verjetnosti genotipov ancestralnih (stas$ari starsi, potomci, ...) in kolateralnih
(bratje, sestre, ...) sorodnikov (Van Arendonk in Kedy, 1989). Pri izkanu verjetnosti
genotipa posameznika upostevamo tako podatke el sorodstvenih vezi. Pozneje so
metodo dopolnili Se nekateri drugi (Fernando in.s4@893; Janss in sod., 1995; Kerr in
Kinghorn, 1996). Razvite so bile tudi nekatere @rumetode za iztain verjetnosti
genotipov (Fernandez in sod., 2001; Henshall inr, T2003; Gengler in sod., 2007).
Thallman in sod. (2001a, b) so razvili metodo agh lugenja, ki je v bistvu razSirjena
oblika Van Arendonkovega iterativnegadefja. Za razliko od Van Arendonkove metode
alelno lugenje spremlja tok alelov v rodovniku. Prednost jem, da omogta delo z vé
kot dvema aleloma. V naslednjem poglavju bomo pestls delovanje metode alelnega

lustenja.
3 PRIKAZ ALELNEGA LUS CENJA

Thallmanovo alelno Iu®nje izr&unava verjetnosti genotipov v &ekorakih. Pri teh
korakih poige t.i. kortne starSe in kame potomce. Kofni starSi so tisti osebkim ki
nimajo znanih prednikov. K@ni potomci so na drugi strani tisti osebki, ki njmananih
potomcev. Algoritem najprej izkoristi vse informggi ki jih ima na voljo od ko¥nih
starSev ter jih prenese na njihove potomce, s madugi« koncne starSe iz rodovnika. V
naslednjih korakih teh k@nih starSev ni wev rodovniku. V naslednjem koraku se usmeri
h kortnim potomcem, kjer informacije prenese na njihot@s®, in s tem »odltik
koncne potomce. Tudi kamih potomcev v naslednjih korakih ne upostevama Tako
algoritem lugi rodovnik vse do analiziranega osebka. Formulagij@njene metode je

predstavljena v Thallman in sod. (2001a, b). Mi bodelovanje algoritma prikazali na
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intuitiven n&in, pri ¢emer bomo uporabili enostavno rodovnik brez zankshid 5
(Thallman in sod., 2001a).

AJA,

o AJA, [R]AJA,

P A /A,

Slika 5: Primer rodovnika za prikaz delovanja aigoa (Thallman in sod., 2001a)

V rodovniku je 12 osebkov. Na lokusu, ki ga opamgese pojavljajo tri raztne oblike
gena - tri alele: A Az in Az. Devet osebkov ima znan genotip, trije pa ne (I K).
Kvadrat predstavlja osebek zenskega spola, kragsphek moskega spola, tako da imamo
v tem rodovniku devet Zensk in tri moske. Zelimmdmnati verjetnost moznih genotipov

za osebek I.

3.1 ENOSTAVNI SKLEPI

Pred prikazom delovanja Thallmanovega algoritma dqgmkazali, da je ze na tako
relativno enostavnem primeru zamudno in tezko dbloverjetnost genotipov. V

nadaljevanju bomo nanizali enostavne sklepe, kilgihko naredimo glede na zbrane
podatke.
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1. Mati osebka D je A in ima znan genotip 2(A,). Ker je mati homozigot, smo
popolnoma prepéani, da bo na sina prenesla alel Aako je genotip njenega sina

(osebek D) A/*, kjer je * lahko Ay, A ali Az, saj ne poznamaceta.

2. Glede na to, da jechosebka D po genotipu /A3 in da je njena mati tudi po
genotipu A/As, lahko sklepamo, da je osebek D prenesefitalel A ali As. Tako
S0 verjetnosti genotipa za osebek D sted®r (A/A2) = 0,5 ; Pr (A/A3) =0,5.

3. Mati osebka P je M in ima znan genotip.AAs). Prav tako ima znan genotip
osebek P (AXA3). Tako lahko z gotovostjo trdimo, da je mati oselfk(osebek M)
prenesla alel Ana svojo kerko P.

4. Ker je osebek P dobil alelz?0d svoje mame, lahko z gotovostjo trdimo, da ¢ al

A; dobil od svojegadeta K.

5. Osebek K je imel neznan genotip, vendar zaradipsklé. lahko z gotovostjo
trdimo, da je alel Aprenesel na svojacarko P. Od mame je osebek K lahko dobil
alel Ajali Az; oce pa ni imel znanega genotipa. Glede na dosedklgpesje lahko
genotip osebka K enakiM\ 1, Ai/A; (kasneje bomo pokazali, ddeol sigurno nosi
alel Ay) ali Aj/As. Verjetnosti genotipov niso enake, ker so nekajenotipi (npr.

A1/A5) bolj verjetni.

6. Mati osebka | je homozigot GAA,). Iz tega lahko z gotovostjo trdimo, da je na

svojega sina | prenesla alej.A

7. Osebek Q je &erka osebka | in je homozigot {A,). Njena sestra R pa je
heterozigot (A/A,). Brat K ima neznan genotip. 1z sklepa 5. vemondsi vsaj en
alel A;. Genotip ¢eta (D) je neznan. Na podlagi sklepa 2. in gengbipmcev,
lahko sklepamo, da je genotip osebka | enak, Xjer verjetnosti, da osebek | nosi
posamezen alel niso enake.

V tem poglavju smo prikazali sklepe, ki jih lahkgatovimo z enostavnimi sklepi. TakSno
sklepanje je ze na tako enostavnem primeru tezkeamudno delo, kar pomeni, da so
kompleksnejSi rodovniki (Zivinorejski rodovniki) zahtevnejsi. Kljub znanemu rodovniku

in genotipih sorodnikov, Ze na tako enostavnem voukol nismo mogli doléiti verjetnosti
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posameznih genotipov na osebkih z neznanim gemuotipedeli smo le, da so verjetnosti
posameznih genotipov za nek osebek niso enakeprpsnmogli doléiti tocnih vrednosti,

tudi zaradi tega je uporaba algoritma alelnegéelng potrebna.

3.2 PRIKAZ DELOVANJA ALELNEGA LUSCENJA

3.2.1 Prvi korak

V prvem koraku algoritem paié kortne starSe v rodovniku. To so tisti osebki, ki ninaj
znanih prednikov. Koni starSi iz rodovnika so: A, B, J, M in S (slika Gako v prvem

koraku algoritem prenese informacije s &oifn starSev na njihove potomce. Podobno smo

storili tudi mi v posameznih sklepih vda 2.3.1.

AA,

o] AJA, [R]AJA,

Slika 6: Prvi korak lu&nja rodovnika - ko¥ni starsi, pru
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3.2.2 Drugi korak

V drugem koraku algoritem pa@é kortne potomce v rodovniku. To so tisti osebki, ki
nimajo nobenih potomcev glede na Ze »otdu& rodovnik. V naSem primeru so kKon

potomci: H, P, Q in R (slika 7). Algoritem v temrkéiu prenese informacije od potomcev
na njihove starSe. Pri tem je potrebno opozord,td informacija vsebuje informacijo

potomcev in tudi informacije prenesene od njihcstiérsev (glej prvi korak).

AIAJA,

&y

Slika 7: Drugi korak lu&nja rodovnika - kani potomci, prvé
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3.2.3 Tretji korak

V tretjem koraku algoritem ponovno p&&skortne starSe. V naSem primeru gre za osebek
D (slika 8). Algoritem v tem koraku spet preneséolimacije od kofinih starSev na
njihove potomce. Pri tem pa uposSteva informacijejilkje pridobil v prejsnjih korakih
(glej prvi in drugi korak).

|J|

—_—

TSIAJA, TRIAYA,

- -

M1 AA;

Slika 8: Tretji korak lu&enja rodovnika - ko¥ni starsi, drugi
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3.2.4 Cetrti korak

V cetrtem koraku algoritem ponovno p&Skortne potomce. Sedaj gre za osebek K, od
koder prenesemo informacije na osebek | (slikaF®trebno je poudariti, da ob tem
prenosu informacije od osebka K na osebek I, algoriupoSteva vse predhodno zbrane
informacije (glej prvi, drugi in tretji korak).

1
LA 'AZ/AZ
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Y
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A
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~ ’ r
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\\ 1 SO
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Slika 9:Cetrti korak lugenja rodovnika - kani potomci, drugi
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3.2.5 Peti korak

V petem koraku algoritem zbere vse predhodno plhjeiod informacije (glej prvi, drugi,
tretji in cetrti korak) in izr&una verjetnost genotipov osebka | (slika 10, pieglsa 7). 1z
izratuna lahko razberemo, dejstvo, ki smo ga omenjalr k&ki 2.3.1 (t&ki 6 in 7), in
sicer da je z gotovostjo en aleb.ADrugega alela pa v ¢ki 2.3.1 nismo mogli nat&no
dolciti (tocka 7). Iz preglednice verjetnosti posameznih g@ooetiahko razberemo, da je
algoritem alelnega Idé&nja izr&unal, da je verjetnost genotipa/A, 31%, verjetnost
genotipa A/A, 62% in verjetnost genotipaz\, 8%. O pravilnosti rezultata nas dodatno

potrjuje vsota vseh treh verjetnosti, ki je enaka 1

Preglednica 6: Verjetnost genotipov za osebek |

Al A2 A3
Al 0 0,3077 0
A2 0 0,6154 0
A3 0 0,0769 0
LA TAIA,
LB1AJA, ’;E-;\) LS 1 AJA,
A
1 J _: A /A, . ,Q R
~ ~ ’ ‘< 1 RS ~
WIAIA, Tl TGIAA, TRIAYA,
- _\.-\ /\,’S/ g
LB AA,

Slika 10: Peti korak lu®nja rodovnika- analiziran osebek (1)
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3.3 PRIMERJAVA SKLEPOV O RODOVNIKU IN REZULTATOV ALGORTMA

V tem poglavju bomo primerjali med sabo naSe skleperjetnosti posameznega genotipa
(glej tacko 3.1) in izr&unanih verjetnosti, ki smo jih dobili s pokjo algoritma alelnega
lus¢enja. V rodovniku smo imeli tri osebke z neznaniematipom (D, K in 1) za katere
smo najprej poskusali ugotoviti njihov genotip, pee pa smo Se iztanali verjetnost
posameznih genotipov s potjo algoritma alelnega ld&nja. S tem bomo poskusSali na
eni strani preveriti pravilnost nasega sklepanfadki 3.1, na drugi strani pa tudi prikaz

delovanja algoritma alelnega tehja.
OSEBEK D

V sklepih (t&¢ka 3.1) smo zapisali, da ima osebek D zagotovol@nAa (sklep 1), drugi
alel pa je A ali As. Ker sta obe moznosti enako verjetni smo skleplalista verjetnosti
genotipa A/A; in A Az enaki 50% (sklep 2). Preglednico verjetnosti pasarh
genotipov za osebek D smo dobili s pajoalelnega lu&nja (Preglednica 8). Ugotovimo
lahko, da je Slo naSe sklepanje iZk® 2 o0 moznih genotipih osebka D v pravo smer. Z
alelnim lu€enjem smo izréunali 60% verjetnost, da je osebek D genotiptAAiIn 38%

verjetnost, da je genotipa/s.

Preglednica 7: Verjetnosti genotipov za osebek |

AL Az As
A 0 0,6154 0
A, 0 0 0
As 0 0,3846 0

OSEBEK K

V rodovniku je imel neznan genotip tudi osebek k. @sebek K smo sklepali, da ima z
gotovostjo vsaj en alel A drugega pa mu ne moremo zagotovo ¢&tloPreglednico
verjetnosti posameznih genotipov za osebek K snimlido pomajo izratuna algoritma
alelnega lu&enja (Preglednica 9). Izran nam potrjuje tezo o gotovosti alela, Aer nam

natarineje daje verjetnosti za genotipg/A;, A1/Az in A/As.
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Preglednica 8: Verjetnosti genotipov za osebek |

Al A2 A3
Al 0 0,6154 0
A2 0 0 0
A3 0 0,3846 0

Pojavljajo se doleene razlike med naSimi sklepi in rezultati algogtalelnega Iu&nja.
Potrebno je poudariti, da smo v enostavnih skig@lali po posameznih korakih in zato
nismo imeli na voljo vseh informacij. Metoda alejaelu£enja za izréun verjetnosti
genotipov za posamezen osebek uporablja vse modrekek alelnega ldgnja (glej
poglavje 3.2) in tako uporabi vse informacije hkr@lede na dejstvo, da je sklepanje o
rodovniku tudi precej zamudno delo, pa ima tudidgldega metoda alelnega daegja

precej prednosti, saj se do konkretnih ¢zrzov dokoplje precej hitreje.
3.4 MODEL NEPOPOLNE PENETRANCE

Rodovniki so v zivinoreji vgi, samci imajo veliko vé& potomcev, samice v zivljenjskem
obdobju zamenjajo wepartnerjev, pogost pojav pa je tudi parjenje vodstvu. Zaradi
same kompleksnosti rodovnikov so mozne napake \atgihd Thallman in sod. (2001a,
2001b) napake v podatkih porekel obide z modelopopelne penetrance, kjer enostavno
fenotipske vrednosti (gre za dejanske vrednostbawiava kot genotipske vrednosti.
Thallman je model nepopolne penetrance uporabilzpgtunavanju verjetnosti genotipov
s pomajo alelnega Iu&nja. Model upoSteva moznost napak v kompleksnéhpitkaz,
kakSen vpliv ima model nepopolne penetrance nacumraverjetnosti posameznih
genotipov smo uporabili enostaven primer na slikiGorjanc in Kompan, 2008). V tem
primeru imamo osebek A, ki ima Sest potomcev (B,OC.E, F in G). MoZnih je pet
razlicnih alelov (A, Az, Az, As in As). Osebek A ima neznan genotip, medtem ko genotipe
njegovih potomcev poznamo. Sklepamo lahko, da isebek A genotip AA,in sumimo

na napako pri genotipu njegova potomca G/AA).
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Slika 11: Primer rodovnika za prikaz modela nepopglenetrance

Ce v metodi alelnega ladnja uporabimo model popolne penetrance, so zlpoaatki
neuporabni. Tako moramo ali popraviti napako atistavno osebek G izbrisati iz analize.
V tem primeru je osebek G enostavno izbrisati idokmika, ali mu samo izbrisati
najverjetneje nagao analiziran genotip. V kompleksnih rodovnikih eliko osebki, pa
gre za »Sizifovo delo«. Z namenom, da bi ugotokdikSen vpliv ima model nepopolne
penetrance na izkan verjetnosti genotipov sta Gorjanc in Kompan @O0&raiunala
verjetnost posameznih genotipov za osebek A z madgbopolne penetrance kot z
modelom nepopolne penetrance. Za rabo modela pepantrance za iztan verjetnosti
genotipov osebka A smo najprej iz analize dtlcsebek G. Tako smo dobili samo eno
moznost genotipa za osebek AifA;) s 100% verjetnostjo (Preglednica 10). Za test
modela nepopolne penetrance smo v enem primerek$ebzIcili iz analize v drugem
pa ga pustili v rodovnikuCe smo pri uporabi modela nepopolne penetrance ksgbe
izkljucili iz analize, je bila verjetnost genotipa/A; za osebek A 87%. Ko pa smo osebek

G pustili v analizi pa je ta verjetnost padla n&AéPreglednica 9).



Plohl M. Napovedovanje genotipa PrP pri ovcah. 28
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotetiSka fakulteta, Odd. za zootehniko, 2008

Preglednica 9: I1zgaun verjetnosti genotipov in alelov za osebek A pghoo in nepopolno penetranco

Genotip Pop. penetranca Nepop. penetranca  Nepop. penetranéa
Al/Al 0 0,000883 0,00450
Al/A2 1,00 0,867400 0,44191
Al/A3 0 0,033360 0,01700
Al/A4 0 0,004760 0,03273
Al1/A5 0 0,004760 0,03273
A2/A2 0 0,008830 0,00450
A2/A3 0 0,004760 0,00242
A2/A4 0 0,033360 0,22945
A2/A5 0 0,033360 0,22945
A3/A3 0 0,000010 0,00001
A3/A4 0 0,000180 0,00126
A3/A5 0 0,000180 0,00126
A4/A4 0 0,000010 0,00017
A4/A5 0 0,000180 0,00242
A5/A5 0 0,000010 0,00017
Alel Pop. penetranca Nepop. penetrahca Nepop. penetranca
Al 1,00 0,912046 0,53337
A2 1,00 0,956540 0,91223
A3 0 0,038500 0,02196
A4 0 0,038500 0,26620
A5 0 0,038500 0,26620

1. osebek G smo izkliii iz analize;- osebek G smo obdrzali v analizi

Izratunali smo tudi verjetnosti, da osebek A nosi posareealele. Ob uporabi modela
popolne penetrance je jasno, da osebek A nosi/sjein alel A. Ce pri izr&unu
uporabimo model nepopolne penetrance incim@ »kriticen« osebek G iz analize, se
verjetnosti za alel Ain alel A, zmanjSajo, vendar so Se vedno zelo velike. Obi tret
moznosti, ko osebka G ne iZlmo iz analize, pa se verjetnosti, da ima osebaloien
alel porazdelijo. Zaradi upoStevanja osebka G otjgom AJ/As v analizi so verjetnosti za
to, da osebek A nosi alel Aali As viSje. Ta primer prikazuje, da model nepopolne
penetrance porazdeli verjetnost genotipov za pozam@sebek med mozne genotipe

(Preglednica 9). Rezultati seveda niso tako upoayadbnnam po drugi strani metoda
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omog@a izra&un verjetnosti genotipov za posamezen osebek wrokio tudi kadar so
prisotne napake v rodovniku. Pri spremljanju rodk&novc in genotipizaciji se v
rodovnikih in tudi pri genotipizaciji pojavljajo réicne napake, zato je uporaba modela

nepopolne penetrance pri izwau verjetnosti genotipov PrPd/kot dobrodoslia.

3.4.1 lterativno alelno lus¢enje

V toc¢ki 2.3.2 smo opisali delovanje metode alelnegadof@ na enostavnem rodovniku. V
tem primeru je bila uporaba te metode direktnazalast so rodovniki v Zivinoreji veliko
bolj kompleksna in ne dovoljujejo direktne uporabetode. Najvé&i problem povzréajo
zanke v rodovnikih. Zanke se pojavljajo v rodovhikzaradi parjenja v sorodstvu.
Algoritem z&ne »lusiti« rodovnik vse do zanke, kjer se ustavi. Ustizato, ker v zanki
ne more identificirati koénih starSev oziroma kdénih potomcev. Thallman in sod.
(2001a) je predstavil primer, kjer je B mati od Wl tako ustvaril zanko (slika 12). Z
direktno metodo lahko iz rodovnika odrezemo le dranstarse (A, J in S) (korak 1, slika
12) ter kokne potomce (Q in R) (korak 2, slika 11). V tretjkoraku sta kotna starSa B
in D. Zal pa ne moremo prenesti informacije npB na H, saj je B preko zanke povezan
sam s seboj. Torej verjetnosti genotipov za osélmekmoremo izréunati, saj ne moremo
»razbiti« zanke z ld&njem. In tako se ustvari&an krog. V Thallmanovem primeru gre
za z&aran krog osebkov I-K-P-M-B-H-D-I, kjer je | povera seboj preko osebkov K in
D (korak 3, slika 11). Problem z zankami so pndilrelanss in sod. (1995), ki so opisali
metodo iterativnega genotipskegacke§ja, ki lahko dela z zankami. Za alelnocki§je je

Thallman in sod. (2001b) prav tako predstavilatemo reSitev.
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Slika 12: Alelno lugenje in zanka v rodovniku
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4 MATERIAL IN METODE
4.1 MATERIAL

Podatke o genotipu Zivali in rodovnikih smo zbialipodatkovne zbirke za drobnico na
Centru za strokovno delo na Oddelku za zootehnikteBniSke fakultete. Podatki so bili
zbrani pri rejcih, ki so vkljéeni v kontrolo rodovnika in proizvodnje. Zajeli srpodatke
sedmih pasem ovc: jezersko<alska (JS), oplemenjena jezerskoiaeska (JSR),
belokranjska pramenka (BP), teksel (T), bovska ¢B)Jemenjena bovSka (VFB) in istrska
pramenka (IP). NaStete pasme ovc so vkine v program za po¥evanje genetske
odpornosti na TSE. Genotipizacija poteka od drpgevice leta 2005. Tako je bilo do
konca leta 2007 genotipiziranih zetueot 10.000 ovc in ovnov (Preglednica 10).

V segregacijsko analizo smo vkijli tudi rodovnik. Najprej smo leeno po pasmah
sestavili popolne rodovnike. Ti rodovniki so bilestavljeni iz vseh Zivih in mrtvih
plemenskih zivali, ki so bile zapisane v rodovniSkinjigah. Dol@ene zivali niso
prispevale nobenih informacij za iZum verjetnosti genotipov. TakSne Zzivali smo
odstranili iz rodovnika. Izleanje teh Zivali je potekalo v smeri od prednikovgi@omcev.
Iz rodovnika smo izl&li zivali, ki:

- so bile ze mrtve,

— soimele enega potomca in

— niso bile genaotipizirane.
Najved Zivali (15.054; Preglednica 11) smo zajeli pri eapknjeni jezersko-stvski
pasmi. Po Stevilu Zivali v rodovniku ji je sledjiezersko-salavska pasma s 10.429 Zivalmi
ter bovSka pasma s 5.101 zivalmi. Rodovniki ostpisem so bili man;jsi, kar tudi odraza
Stevikno zastopanost pasem v Sloveniji. N&jveelez zivali z znanim genotipom PrP je
bil pri belokranjski pramenki (61,2 %; Preglednid®. Znaten delez Zivali z znanim
genotipom PrP je Se pri bovski (36,5 %) ter jezerstkavski (35,2 %) in istrski pramenki
(33,4 %) pasmi. Pri drugih pasmabh je bil delez lkwananim genotipom manjsi od 30 %.
Zivali z velikim Stevilom sorodnikov so za izt verjetnosti genotipov zelo informativne.
Najveiji delez @etov z znanim genotipom PrP je bil pri istrski pearki (41,0 %), medtem
ko je bil ta delez pri ostalih pasmah nizji od 30P&lezi mater z znanim genotipom PrP

so bili tudi do enkrat visji (Preglednica 11). Pasmi teksel je bil delez mater z znanim
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genotipom PrP znasal le 1,0 %, vzrak % dejstvu, da se program genotipizacije v tropih
pasme teksel Se ni&l izvajati. Najveéje Stevilo Zivih Zivali brez znanega genotipa ReP,
bilo pri najStevitnejSi pasmi oplemenjeni jezersko<soiski pasmi (3.795 Zivali,
Preglednica 10). Sledi jezersko<&blska pasma s 2.673 zivimi zivalmi brez znanega

genotipa PrP.

Preglednica 10: Struktura podatkov

Znan genotip (%) Stevilo Zivih

Pasma  Stevilo Zivali Zivali Getje Matere  negenotipiziranih Zivali
JS 10429 35,2 28,7 40,9 2673
JSR 15054 18,5 11,8 20,0 3795
BP 1297 61,2 27,0 70,3 159
T 555 16,8 15,4 1,0 462
B 5101 36,5 9,8 16,5 522
VFB 1711 26,7 8,9 23,7 128
IP 1936 33,4 41,0 48,7 263

JS - jezersko-s&hvska; JSR — oplemenjena jezersk@satka; BP — belokranjska pramenka; T — teksel;
B — bovska; VFB — oplemenjena bovska; IP — istyalanenka;

4.2 METODE

Predstavljene podatke (genotipe PrP in rodovniked siporabili za izréun verjetnosti

posameznih genotipov PrP zivalim z neznanim geaotigzraun verjetnosti genotipov je
temeljil na verjetnostnem ¢anu. Za izrdun smo uporabili program GenoProb
(Thallman, 2002), ki uporablja metodo alelnegaduma (ang. allelic peeling; Thallman in
sod., 2001a; Thallman in sod. 2001b). Metoda afgnkiEenja iterativno izréunava

verjetnosti genotipov posameznikov v rodovniku, katkcijo verjetnosti genotipov pri
prednikih in potomcih. Za osnovalce (Zivali, ki rd@jm znanih prednikov ter neznan
genotip), program predpostavi, da so vsi mozniogpnenako verjetni. Pri spremljanju
rodovnika in genotipizaciji so mozne napake. Zaradja dejstva smo uporabili model
nepopolne penetrance (Thallman in sod., 2001a), &g zbrani podatki o genotipu
uporabijo kot fenotipska vrednost. Morebitno odsigp med »fenotipom« in iztananimi

verjetnostmi, se lahko uporabi za preliminarno odkrje napak genotipizacije indoosti

rodovnika.

Za vsako zival smo za iztan verjetnosti genotipov pridobili vektor verjetm'oég) za
vseh 15 moznih genotipov PrP (1). Genotipi PrP Ieelegna dovzetnost za okuzbo s
praskavcem delijo v pet skupin NSP (Dawson in s2@08; Preglednica 4). Tako smo tudi
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izracunali verjetnosti, da je zival uviSna v doléeno skupino NSIﬁn). Verjetnost skupin

NSP smo izréunali kot vsoto verjetnosti genotipov v déémi skupini (2).

g =[P{ARR/ARR), Pr(ARR/AHQ), ..., P{VRQ/VRQ)] .. (1)

n = [PNSP),PNSP,).... ,P{NR, )| . (2)

Za Zivali brez podatkov o genotipu PrP smo darali tudi povpréno vrednost NSP

(@) kot tehtano povpege Stevil od 1 do 5(a:[ 1234, 5]) pri cemer smo tehtali z

verjetnostmi za skupine NSIQ1) (4). Za primerjavo smo izéanali tudi povpréno

vrednost NSP za celotno populaciggspp) kjer smo uporabili verjetnosti skupin NSP

izracunanih iz frekvence genotipov PrP v celotni popijilac
NSP =a"*n o (4)

Za prikaz zgoraj definiranih parametrov bomo pravdst en primer. V ta hamen smo
analizirali podatke za negenotipizirano zival jekersotavske pasme, pri kateri smo
najprej izr&unali verjetnost posameznih genotipov na osnovbtipa sorodnikov. Tako

smo izr&unali verjetnosti posameznih genotipov I'-(ﬂ% in skupine NSF(n).



Plohl M. Napovedovanje genotipa PrP pri ovcah. 34
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotetiSka fakulteta, Odd. za zootehniko, 2008

[0,0286] ARR/ ARR
0,0588| ARR/ AHQ
0,0257| ARR/ ARH
01930| ARR/ ARQ
0,0303| AHQ/ AHQ
0,0263| AHQ/ ARH
01987| AHQ/ ARQ
(g) =| 0,0058| ARH / ARH
0,0868| ARH / ARQ
0,3260| ARQ/ ARQ
0,0034| ARR/VRQ
0,0035| AHQ/VRQ
0,0015| ARH /VRQ
0,0114| ARQ/VRQ
 0,0001] VRQ/VRQ

[0,0286] NSP1
0,2775/NSP2
(n)=]0,6773 NSP3
0,0035/ NSP4
| 0,0131 NSP5

S pomajo formule (4) smo izraunali predstavljeno povptao vrednost NSP za to zival

(8).

NSP = 367
(8)

Povpré&na vrednost NSP za jezersko<soisko pasmg)NSPP)

je bila 2,80, kar pomeni, da
ima zival viSjo povpréno vrednost NSP od povggree vrednosti NSP za celotno pasmo in

je po tem parametru ne bi vkdjiti v nabor za odbiro Zivali primernih za nadaljrejo.
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5 REZULTATI Z RAZPRAVO
5.1 FREKVENCE ALELOV

Za izr&un verjetnosti genotipov je poleg Stevila Zivalzzanim genotipom in strukture
rodovnika vpliva tudi frekvenca alelov. Tako je doily okviru programa povevanja
odpornosti za okuzbo s praskavcem ugotovljenih dkdov: ARR, AHQ, ARH, ARQ,
VRQ in VRR. Alel VRR je bil dolgen le v enem primeru in smo ga zato ¢dlaz analize.
Izlocili smo ga zaradi dejstva, ker nam verjetnosti posznih genotipov Se zmanjSa in s
tem Se oteZi delo. Frekvence alelov (Preglednigasfirio izr&unali kot enostavne deleze
in pri tem nismo upostevali sorodstvenih povezad pesamezniki (npr. Boehnke, 1991).
Za vse pasme, razen za pasmo teksel, je bildlzaaisoka frekvenca alela ARQ (od 50,0
do 69,7 %). Frekvenca nezazelenega alela VRQ g foil vseh pasmah manj kot pet
odstotkov. Frekvenca zaZelenega alela ARR je i@ wd frekvence nezazelenega VRQ
in sicer okoli 20 % pri jezersko-s@vski, oplemenjeni jezersko-galski, bovski in
oplemenjeni bovski pasmi. Pri pasmi Teksel je delazelenega alela (ARR) znasal kar
52,7 %, pri pasmi Belokranjska pramenka je bil #e8®&,0 %, pri Istrski Pramenki pa
32,5 %. Frekvenca alelov AHQ in ARH se je gibalalitamo, in sicer med 0,1 in 24,6 %.
Lihken in sod. (2008) so ocenili frekvence genotipoP in alelov za 56 pasem iz 15
drzav Evrope in Bliznjega vzhoda (Preglednica 6)njWiovem primeru so se frekvence
posameznih alelov med pasmami Se bolj razlikovatevknasem primeru. Ob spremljanju
frekvenc posameznih alelov smo spremljali tudi fetigjotnost na lokusu PrP. Frekvenca
vseh heterozigotov se je gibala med 47 % pri opigem jezersko-séhvski pasmi do 64
% pri oplemenjeni bovski ter teksel pasmi. Glede toada je doldanje genotipov
potomcev najenostavneje pri homozigotih starSihp rta podatek govori o tem, da

dolocanje genotipov PrP ne bo tako enostavno.
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Preglednica 11: Frekvence alelov PrP (%) in hetgodmost (He) po pasmah

Alel He

Pasma ARR AHQ ARH ARQ VRQ

JS 17,4 7,4 8,3 63,2 3,7 0,56
JSR 17,7 7,9 0,9 69,7 3,8 0,47

BP 35,0 4,3 0,7 58,6 1,4 0,53

T 52,7 4.8 12,4 26,3 3,8 0,64

B 16,9 17,4 7,6 57,1 1,0 0,61
VFB 22,0 24,6 2,5 50,0 0,9 0,64

IP 32,5 7,5 0,1 57,2 2,7 0,56

JS — jezersko-sthvska; JSR — oplemenjena jezersk@aetka; BP — belokranjska pramenka; T — teksel;
B — bovska; VFB — oplemenjena bovska; IP — istyglkeanenka

Preglednica 12: Frekvence skupin NSP (v %) po pAsma

Skupina NSP
Pasma 1 2 3 4 5
JS 3,5 26,7 62,7 1,1 6,0
JSR 2,8 28,2 61,4 1,5 6,1
BP 11,6 45,8 39,0 0,8 2,8
T 23,7 55,8 14,0 2,2 4,3
B 3,5 26,4 68,2 0,5 1,4
VFB 4,0 27,5 66,8 0,2 15
IP 13,1 37,6 44,5 1,3 3,5

JS - jezersko-sthvska; JSR — oplemenjena jezersk@satka; BP — belokranjska pramenka; T — teksel;

B — bovska; VFB — oplemenjena bovska; IP — istygleanenka
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5.2 USPESNOST DOLQITVE GENOTIPA PrP IN SKUPINE NSP

5.2.1 Uspesnost doléitve genotipa PrP

V nadaljevanju predstavljamo rezultate le za Ziwalg saj so le te Zivali zanimive za
selekcijo. Vsaki zivi zivali smo iztanali verjetnosti za vseh 15 genotipov PrP. Usp&Sno
segregacijske analize smo definirali kot Stevilaatoo potrjenih ali ovrzenih genotipov
PrP.Ce je bila verjetnost za en genotip 100 %, smo lahkgenotip potrdili z gotovostjo.
UspesSnost analize smo preverili tudi pri 99 in 9%éfetnosti dolsitve. 1z petih razkinih
alelov, je mozno tvoriti 15 genotipov. Tako je Ske\potencialnih genotipov, ki jih lahko

potrdimo ali ovrzemo, v razmerju 1:14.

Z gotovostjo nismo dodatno potrdili genotipa Pr ma eno zival (Preglednica 15). Z
99 % verjetnostjo smo najygenotipov potrdili pri oplemenjeni jezersko-&lski pasmi
(105) in pri jezersko-soavski pasmi (66). Pri ostalih pasmah je bilo Stevlvali s
potrijenim genotipom PrP manjSe ali cela,ngaj pri pasmah teksel in belokranjska
pramenka niti z 99 % verjetnostjo nismo potrdilbraega genotipa. Tako je delez zivali,
ki smo jim dodatno potrdili genotip PrP z 99 % weémpstjo znaSal med 5,5 % pri

oplemenjeni bovski pasmi pa da midstotkov pri bovski pasmi in pasmi teksel.

Pri 95 % verjetnosti dotitve je bil uspeh vgi. Tako smo s 95 % verjetnostjo potrdili
genotip PrP pri 459 zivalih. Najgezivalim smo potrdili genotip PrP pri oplemenjeni
jezersko-salavski pasmi (145) in pri jezersko-gal/ski pasmi (101). Pri ostalih pa smo
genotip PrP potrdili manj Zivalim in sicer od¢nzivali s potrjenim genotipom PrP pri
pasmi teksel do 22 pri bovski pasmi. Delez zivdlismo jim dodatno potrdili genotip PrP
s 95 % verjetnostjo so se gibali od 5,7 % pri Ist@amenki do ri odstotkov pri pasmi

teksel. Pri ostalih pasmah Zivali je ta delez zhaw&al 3 in 5,5 %.

Stevilo ovrzenih genotipov je bilo v absolutnem simiveije, vendar pa je bil delez
uspesnosti podoben kot pri potrjenih genotipih.drakno z 99 % verjetnostjo ovrgli 4091
genotipov PrP pri razlnih pasmah, kar predstavlja 7,1% od vseh moznilotgeov.

Najve: genotipov smo ovrgli pri oplemenjeni jezerskoéawkki pasmi (1663) in jezersko-
sokavski pasmi (1487). Pri ostalih pasmah je bilo ideavrZzenih genotipov PrP nizje in

je znaSalo od 456 ovrzenih genotipov pri bovSkinpiado le 83 ovrzenih genotipov pri
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s

T

pasmi.

Ko smo verjetnost ovrzbe posameznega genotipalzmaa5 %, se je Stevilo ovrzenih
genotipov v absolutnem in tudi relativnem smislipéeealo. Ko smo s 95 % verjetnostjo
ovrgli 7013 genotipov PrP, kar znasa 7,7 % delezveeh moZznih genotipov pri vseh
pasmah ZzZivali. Najuwe genotipov PrP smo ponovno ovrgli pri oplemenjeszeysko-
sokavski pasmi (3495) in pri jezersko-&avski pasmi (2333). Pri ostalih pasmah je bilo
Stevilo ovrzenih genotipov PrP nizje od 1000 geywti (491 pri bovski pasmi, 223 pri

e

e

okrog 5 %.
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Preglednica 13: Stevilo dodatno potrjenih ali oniegenotipov PrP pri razinih verjetnostih po pasmah

Pasma Dodatno potrjenih genotipov PrP Dodatno ovrZzenih genotipov PrP
Verjetnost 1,00 0,99 0,95 1,00 0,99 0,95
JS
Stevilo 0 66 101 0 1487 2333
Delez (v %) 0 2,5 3,8 0 7 3, 5,8
JSR
Stevilo 0 105 145 0 1663 3495
DeleZ (v %) 0 2,8 3,8 0 2,9 6,1
BP
Stevilo 0 0 9 0 136 183
Delez (v %) 0 0 5,7 0 4.8 6,5
T
Stevilo 0 0 0 0 136 183
Delez (v %) 0 0 0 0 4,8 6,5
B
Stevilo 0 11 22 0 419 491
DeleZ (v %) 0 2,1 4,2 0 5,4 6,3
VFB
Stevilo 0 7 7 0 83 105
DeleZ (v %) 0 5,5 5,5 0 4,3 5,5
IP
Stevilo 0 10 15 0 164 223
Delez (v %) 0 3,8 5,7 0 12,5 17,0

JS - jezersko-s&hvska; JSR — oplemenjena jezersk@satka; BP — belokranjska pramenka; T — teksel;
B — bovSka; VFB — oplemenjena bovska; IP — istysleanenka
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5.2.2 Uspesnost dolditve skupine NSP

Pri skupinah NSP je bila uspesSnost segregacijsalizarie malo boljSa (Preglednica 16). Z
gotovostjo ni bila dodatno potrjena nobena skupWt&P za posamezno Zival. Z 99 %
verjetnostjo smo dodatno potrdili skupino NSP p61 zivalih, kar znasa 8,3 % od vseh
negenotipiziranih zivali. Najweskupin NSP je bilo potrjenih pri oplemenjeni jeder-
sokavski pasmi (213) in jezersko-gal/ski pasmi (209). Pri ostalih pasmah je bilo
dodatno potrjenih skupin NSP pri posameznih zZivaklog 100 ali manj (pri bovski pasmi
101, oplemenjeni bovski pasmi 26, ...). Najvisji delavali, ki smo jim potrdili skupino
NSP je bil zabelezen pri oplemenjeni bovski pas2®, %) in bovski pasmi (19,3 %)
zivalmi z dodatno potrjeno skupino NSP. Pri ostgdsmah je delez zivali z dodatno
potrieno skupino NSP nizji od 10 % (7,8 % pri jet@-sotavski pasmi, 5,6 % pri

oplemenjeni jezersko-se@vski pasmi, ...).

S 95 % verjetnostjo smo dodatno potrdili skupindN®i 817 zivalih, kar znasa 13,1 % od
vseh negenotipiziranih zivali. Naj¥ejih je bilo potrjenih pri oplemenjeni jezersko-
sokavski pasmi (293) in pri jezersko-8al/ski pasmi (283), sledi bovSka pasma s 182
dodatnimi zivalmi s potrjeno skupino NSP. Pri astgbasmah smo dodatno potrdili
skupino NSP pri manj kot 100 zivali. Tako smo s%5verjetnostjo dodatno potrdili
skupino NSP 34,9 % zivalim bovske pasme, slediroplgena bovska pasma s 25,8 %
delezem negenotipiziranih Zivali. Pri jezerskoéawkki pasmi je ta delez znaSal 10,6 %,

pri ostalih pasmah pa je bil nizji od 10 %.

Stevilo ovrZzenih skupin NSP je bilo v absolutnemistmseveda bistveno #e kot pri
genotipu PrP, relativno gledano pa so rezultatiaglgdodobni. Tako smo lahko z 99 %
verjetnostjo ovrgli 3987 skupin NSP, kar predst@avljL,7 % delez od vseh moznih skupin
NSP. Najvé skupin NSP je bilo ovrzenih pri jezersko<alski pasmi (1583) in pri
oplemenjeni jezersko-stvski pasmi (1469). Pri ostalih pasmah je bilo fteovrzenih
delez ovrzenih skupin NSP smo zabeleZili pri bov@ki,5 %) in oplemenjeni bovski
pasmi (17,3 %). Pri belokranjski pramenki pa smoghwekaj ve& kot 14 % od vseh
skupin NSP. Delezi ovrzenih skupin NSP pri ostphismah so bili nizji.
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S 95 % verjetnostjo smo dodatno ovrgli 7063 skud®P, kar znasa 16,6 % od vseh
moznih skupin NSP v analizi. Naeskupin NSP smo ovrgli pri oplemenjeni jezersko-
sokavski pasmi (3402) in jezersko-gaVvski pasmi (2488). Sledi bovSka pasma, pri kateri

smo ovrgli 512 skupin NSP. Pri ostalih pasmah pailge Stevilo dodatno ovrzenih skupin

s e

T

Preglednica 14: Stevilo dodatno potrjenih ali onibeskupin NSP pri raainih verjetnostih po pasmah

Pasma Dodatno potrjene skupine NSP Dodatno ovisdamene NSP
Verjetnost 1,00 0,99 0,95 1,00 0,99 0,95
JS

Stevilo 0 209 283 0 1583 2488
DeleZ (v %) 0 7.8 10,6 0 81 18,6
JSR

Stevilo 0 213 293 0 1469 3402
Delez (v %) 0 5,6 7,7 0 7,7 17,9
BP

Stevilo 0 2 11 0 123 148
DeleZ (v %) 0 1,3 6,9 0 BL5 18,6
=

Stevilo 0 0 1 0 75 158
DeleZ (v %) 0 0 0,5 0 97, 16,7
B

Stevilo 0 101 182 0 456 512
DeleZ (v %) 0 19,3 34,9 0 57, 19,6
VFB

Stevilo 0 26 33 0 111 123
DeleZ (v %) 0 20,3 25,8 0 a7, 19,2
IP

Stevilo 0 10 14 0 170 232
Delez (v %) 0 3,8 5,3 0 4,3 5,9

JS — jezersko-sthvska; JSR — oplemenjena jezersk@aetka; BP — belokranjska pramenka; T — teksel;
B — bovska; VFB — oplemenjena bovska; IP — istyglkanenka

5.2.3 Razprava uspesnosti doléitve genotipa PrP in skupine NSP

Absolutno Stevilo dodatno potrjenih genotipov PnPskupin NSP ni zanemarljivo. Teh
zivali tako ni potrebno genotipizirati, kar vk§mo z zbiranjem vzorcev na terenu
predstavlja prihranek. Sicer pa lahko iz zbranibulatov povzamemo, da uspesSnost
dolccitve genotipa PrP za naSe populacije ovc ni bil&kaeRazltna struktura podatkov
med pasmami (Preglednica 2) prakt ni vplivala na uspeSnost. Razlog za tako slab

uspeh lahko v veliki meri pojasnimo.
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V analizo je bilo vkljgenih pet alelov za gen PrP: ARR, AHQ, ARH, ARQ IR@. Ti
aleli so najpogostejSi pri nas in tudi pri drugibpplacijah,ceprav se Se vedno odkrivajo
novi aleli (Alvarez in sod., 2006; Luhken in sodQ08; Ulvund, 2008;). S petimi aleli je
mozno tvoriti 15 razlinih genotipov, kar je sorazmerno veliko. Kot p@i@a Tier in
Henshall (2005) sta Elston in Stewart (1971) razwhetodo za iztain verjetnosti
genotipov za populacije ljudi, kjer so ¢ajno problemi omejeni na manjSe Stevilo druzin
in lokuse z redkimi letalnimi aleli. V takSnih pramh je cilj dol@itev nosilcev letalnega
alela, ne pa tudi verjetnosti vseh genotipov za pssameznike v rodovniku. Tier in
Henshall (2005) sta s powjo simulacij pri mesnem govedu, ovcah in ptdsugotovila,
da je mozno dolati genotip z gotovostjo le v primerih, ko je alelonalo in je njihova
frekvenca zelo razina. Na taksSnih primerih temelji metoda Elstona tew&rta (1971). V
nasem primeru izeainavanja verjetnosti genotipov PrP smo imelij@estevilo alelov z
intermediarnimi frekvencami. Kinghorn (1999) jeimslacijo prikazal, da lahko v primeru
dveh alelov, modelom popolne penetrance in 10, RB@% genotipiziranih zivali
dosezemo okoli 50, 60 ali celo 100 % uspeh. Vepdami nismo imeli na voljo ne tako
velikega deleza genotipiziranih Zivalih, prav tgk tudi v&€ moznih alelov, zaradi napak

v podatkih pa ni bila tudi moga uporaba modela popolne penetrance.

Naslednja omejitev za ¥ uspesnost dotitve genotipa PrP so bile uporabljene apriorne
verjetnosti pri osnovalcih (ang. founder). To s®etne verjetnosti genotipov za Zivali, ki
so na »vrhu« rodovnika in nimajo podatka o genofpB. Za takSne Zzivali je Thallman
(2002) v programu GenoProb predpostavil, da soetragti vseh genotipov enake
(uniformne) — v naSem primeru 1/15. TakSna pre@wst je najbolj prirdna, saj je
najbolj neinformativha. Pri dot@nju genotipov se apriorne verjetnosti preko
verjetnostnega taina uporabijo naprej pri drugih sorodnikih. Kada&angtip ni mogoe
dolcciti z gotovostjo (npr. pri heterozigotnih starSikg verjetnosti genotipov od prednikov
prenasajo na potomce skozi celoten rodovnik. Tdep@sno poslabSa uspeh doitve
genotipov z gotovostjo. Namesto enakih verjetnpatvse genotipe, bi lahko za apriorne
verjetnosti uporabili frekvence genotipov iz zbrapodatkov. Vendar sta Tier in Henshall
(2002) to odsvetovala, saj so lahko frekvence alploosnovalcih povsem drug@e kot v
zbranih podatkih. Poleg tega so lahko frekvenci®ale posameznih druzinah raate. Za

apriorne verjetnosti osnovalcev bi lahko uporabitene frekvenc alelov pri getnikih
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(Bohenke 1991), a sta Kerr in Kinghorn (1996) suaunijami ugotovila, da uniformna
apriorna verjetnost zmanjSa Stevilo napa ocenjenih verjetnosti genotipov. Poleg tega

uporabljeni program GenoProb ne omégenosa lastnih apriornih verjetnosti.

Program povéevanja odpornosti ovc za okuzbo s praskavcem im@ja Sloveniji od leta
2005. V nasSem primeru lahko zivali razdelimo v dkupine. Prvo skupino sestavljajo
Zivali, ki imajo znan genotip PrP in so dmeoma Se Zive. Drugo skupino sestavljajo
predniki, ki praviloma nimajo znanega genotipa BrP/etinoma niso veé Zivi. Tretjo
skupino sestavljajo Zivali, ki nimajo znanega g@wotn so Se Zive. Genotip PrP Zelimo
dologiti za Zivali iz tretje skupine. Zivali iz prve sgine so bile primarni vir informacij za
dolagitev genotipov. Zivali druge skupine pa so slufitedvsem za povezovanje in boljsi
izkoristek teh informacij. V kolikor bi poznali getip PrP tudi za nekaj prednikov, bi bil

uspeh dolsitve genotipov véi, kar sta s simulacijami pokazala Kerr in Kinghd@fi.996).

Razlog za slabsi uspeh i2tma verjetnosti genotipov oziroma skupin NSP lal&kemo
tudi v dejstvu, da smo uporabili model nepopolnegbeance (Thallman in sod., 2001a). V
primeru napak v podatkih (nafpa genotipi ali nap&n rodovnik) prihaja do razlik med
laboratorijsko doléenim genotipom in genotipom, ki ga déimo na podlagi prednikov,
potomcev in partnerjev. Thallman in sod. (2001a)zsmodelom nepopolne penetrance
podatke o genotipih obravnavali kot fenotipsko mfacijo. V kolikor se »fenotip« in
predvidevani genotip ne ujemata, se ¢ar@ane verjetnosti genotipov ustrezno spremenijo
preko penetraime funkcije. Spremenjene verjetnosti se nato uprapri izratunu
verjetnosti genotipov ostalih sorodnikov v rodownik/ kolikor je »fenotip« nedvoumno
nap&en, so verjetnosti za takSen genotip zelo majhosledtno pa majhne verjetnosti
prispevajo k temu, da ni mog® z gotovostjo doléti genotipa pri sorodnikih (Preglednica
15 in 16). Kljub omenjeni slabosti je uporaba made¢popolne penetrance boljSa izbira,
saj nam namkeomoga@a uporabo podatkov, ki vsebujejo napake. V kolik@bi uporabili
tega modela, bi se algoritem alelnega’éumga ustavil pri vsakem posamezniku, katerega
genotip se ne bi ujemal z genotipi sorodnikov. Mopepolne penetrance nas sicer
opozarja na napake v podatkih, a je za rutinsko gel naSem mnenju neuporaben. Pri
uporabljenih setih podatkov velikokrat nismo maigicciti kateri »fenotip« je nag#n ali
pravilen. Napake so nantranozne pri enem ali ¥eposameznikih hkrati. Za popolno
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odpravo napak bi velikokrat morali Se enkrat ggmptiati posamezne zivali ali pa celotne

druzine.
5.3 POVPRENA VREDNOST NSP

Selekcija na odpornost proti praskavcu pri ovcahelg na izla@tevanju alela VRQ in

poveevanju frekvence alela ARR. Za zivali, ki Se niske l[genotipizirane, smo skusali
dolagiti genotip PrP in skupino NSP. Zal nismo bili takspe3ni, da bi lahko v selekcijo
zajeli vse Zivali. Namesto tega lahko pri selekapiorabimo verjetnosti genotipov. To so

predlagali tudi Van Arendonk in sod. (1989). Zaradlikega Stevila moznih genotipov

PrP, smo raje izeainali povpréno vrednost NSFGNSP’ [3])

PorazdelitevNSP (za Zivali z neznanim genotipom PrP) se je v valileri ujemala s
porazdelitvijo skupin NSP (za zivali z znanim gepoin PrP) pri vseh pasmah ovc
(Slika 14). Podobna porazdelitev je qakovana, saj smo verjetnosti za genotipe PrP in

skupine NSP dolali na podlagi Zivali z znanim genotipom. Pri nekalh pasmah smo
zasledili izrazite vrhove pri porazdelit\)NSP (npr. pri vrednostih 2, 2,5, itd.), kar je

posledica néina izrasuna NP
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Slika 13: Porazdelitev Zivali glede na povwpre vrednost NSP po pasmah stolpci - Zivali z zmani
genotipom PrP, naloZena krivulja — Zivali z nezmagenotipom PrP, naloZena krivulja — Zivali z nedma

genotipom PrP, nav§macrtkanacrta —povpréna vrednost NSP v populac(}}l P
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Za selekcijo na odpornost proti praskavcu odbirdiste zivali, ki so w¢im nizji skupini

NSP. Namesto da bi odbirali samo med Zivalmi z @nagenotipom, lahko v nabor

vkljugimo tudi Zivali, katerim smo iztainali NSP . Za poveéevanje odpornosti pasme bi

odbirali zivali, ki so pod povptmo vrednostjo NSP za celotno populacijo (Sliki 12).

uporabo parametraﬁD smo skupaj dodatno vkhui ve¢ kot 2000 zivali
(Preglednica 19). Tako jih je bilo za nadaljno ioollpo tem kriteriju skupaj dodatno
vklju¢enih 2034 zivali v vseh slovenskih pasmah v rodouni kontroli proizvodnje.
Najvet taksnih zivali je bilo pri jezersko-s@vski pasmi (879) in oplemenjeni jezersko-
sokavski pasmi (726), pri bovski pasmi smo lahko dodat nabor vkljgili 185 Zivali. Pri
ostalih pasmah je bilo za nadaljno rejo po temekifit dodatno primernih manj kot 100
zivali. Delez negenaotipiziranih zivali, primernila nadaljni nabor po parametru povjre
Najnizji delez (19,0 %) smo zabeleZili pri pasmkgel, kier smo v nadaljno selekcijo

dodatno lahko vkijtili le 36 Zivali.

S tem se na eni strani zmanjSa pritisk na intermatrselekcije za ostale gospodarsko

pomembne lastnosti pri ovcah in na drugi stranirggaaparjenje v sorodstvu.

Preglednica 15: Odstotek Zivali z neznanim genaotifyP, ki so pod povpEao vrednostjo NSP v populaciji

Pasma Zivih zivali z neznanim Zivih zivali z neznanim NP,

. — % po
genotipom PrP genotipom PrP pO(I,NSPp

JS 2673 879 32,9
JSR 3795 726 19,1
BP 159 73 45,9
T 189 36 19,0
B 523 185 35,4
VFB 128 32 25,0
IP 263 103 39,2

JS — jezersko-sthvska; JSR — oplemenjena jezersk@@etka; BP — belokranjska pramenka; T — teksel;
B — bovska; VFB — oplemenjena bovska; IP — istygleanenka

Poleg naStetega, so verjetnosti genotipov uporabameizr&un indeksa verjetnosti
genotipov (Kinghorn, 1997). Ta indeks nam omi&agizbiro posameznikov, ki so s stals
doprinosa novih informacij najbolj primerni za gépaacijo (Kinghorn, 1999).
Navsezadnje lahko verjetnosti genotipov vé&iljno v asociacijsko analizo¢inkov alelov

in genotipov kot so to npr. storili Vitezica in sq@005).
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6 SKLEPI

Na podlagi zbranih podatkov o genotipu PrP in raukitn ovac smo izréunali verjetnosti

genotipov PrP in skupin NSP za ovce in ovne, kiiSe bili genotipizirani.

Z gotovostjo nismo dodatno potrdili genotipa PrR ma eno Zival. Stevilo dodatno
potrjenih genotipov PrP je bilo le malo&e pri 99 % ali 95 % verjetnosti dalitve
negenotipiziranih Zivali. Tako smo z 99 % verjetjmslodatno potrdili genotip PrP pri
199 zivalih (2,4 % od vseh negenotipiziranih zixaB 95 % verjetnostjo pa smo dodatno

potrdili genotip PrP pri 299 Zivalih, kar znaSa %lod vseh negenotipiziranih zivali.

Prav tako nismo dodatno ovrgli nobenega genotipast00 % verjetnostjo. Z 99 % smo
lahko skupaj ovrgli 4088 genotipov PrP, kar predseb,5 % od vseh moznih genotipov.
S 95 % verjetnostjo smo lahko ovrgli 7013 genotigaWw, torej 7,7 % od vseh moznih

genotipov pri vseh Zivalih.

Z gotovostjo nismo dodatno potrdili tudi nobenefske NSP za posamezno Zival. Stevilo
dodatno potrjenih skupin NSP je bilo le malajeepri 99 % ali 95 % verjetnosti. Tako

smo z 99 % verjetnostjo dodatno potrdili skupinoPNfi 561 Zivalih (8,3 % od vseh

negenotipiziranih zivali). S 95 % verjetnostjo paosdodatno potrdili skupino NSP pri 817
zivalih, kar znaSa 13,1 % od vseh negenotipiziranali.

Dodatno nismo ovrgli nobene skupine NSP s 100 Yetrestjo. Z 99 % verjetnostjo smo
lahko skupaj ovrgli 3987 skupin NSP, kar predstatl],7 % od vseh skupin NSP. S 95 %
verjetnostjo smo lahko ovrgli 7063 skupin NSP, jta&6 % od vseh skupin NSP pri vseh

zivalih.

Uspesnost doflatve genotipov PrP in skupin NSP je torej bila slaWzroke za slabo
uspesnost lahko é8mo na vé mestih: veliko Stevilo alelov, intermediarne frekee
alelov, uniformna apriorna verjetnost, struktural@ov (genotipi znani samo za Zivali iz

zadnijih generacij) in uporaba modela nepopolne tpamee.

Glede na to, da je uspeSnost énaa verjetnosti genotipov slaba, smo poskusali dajge
parametre, ki bi jih lahko uporabili pri selekcipa genotip PrP pri ovcah. Tako smo

definirali povpréno vrednost NSP za posamezno Zival.
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Povpré&na vrednost NSP zajema vse informacije v verjetn@gnotipov oziroma skupin
NSP. Zato je ta parameter najbolj uporaben za cigekegenotipiziranih Zivali. Za
selekcijo so zanimive Zivali, ki so u¢ene pod izr&unano povpréno vrednostjo NSP v
celotni populaciji. TaksSnih zivali je bilo pri vsggasmah skupaj 2034, najvpri jezersko-
sokavski pasmi (879) in oplemenjeni jezerskoeéawkki pasmi (726). Na drugi strani pa je
bil najvisji delez Zivali z neznanim genotipom PpBd povpréno vrednostjo NSP v

populaciji pri belokranjski pramenki (45,9 %).
7 POVZETEK

Praskavec je bolezen ovc in koz, ki tako kot BSEgpvedu, spada v skupino prenosljivih
spongiformnih encefalopatij (ang. kratica TSE). Mtpklosti praskavec v Sloveniji ni bil
poznan, v zadnjih letih pa je bilo odkritih nekajinperov pri ovcah. Prenosljive
spongiformne encefalopatije ali prionske bolezni skmipina bolezni, pri katerih se v
centralnem Zziimem sistemu kopi spremenjena oblika prionske beljakovine
(Prusiner, 1998). Primarni povzitelj teh bolezni do danes Se ni poznan. Raziskosal
ugotovili, da lahko v istem tropu zaradi praskamne&katere ovce poginejo nekatere pa ne.
To je privedlo do odkritja gena PrP, ki odiloo vpliva na odpornost proti praskavcu
(Hunter, 1997). Razlike na 136., 154. in 171. kadg@ena PrP so najbolj povezane z
odpornostjo oziroma dovzetnostjo za okuzbo s praska in starostjo nastopa bolezni
(Hunter, 1997). Ker so omenjeni kodoni zelo blize, polimorfizmi na teh treh kodonih
navajajo kot alel poimenovan zcednicami aminokislin npr AgRis4R171 ali kar ARR.
Najbolj pogosti so aleli: ARR, AHQ, ARH, ARQ in VR@tevilne raziskave so alel ARR
povezale z odpornostjo, alel VRQ pa z ngwedovzetnostjo za okuzbo s praskavcem
(Hunter, 1997). Zaradi velikega Stevila moznih gguy (15 v primeru petih alelov) in
nejasnih odnosov med aleli, so v Veliki Britanigzdelili genotipe v pet skupin (ang.
National Scrapie Plan — NSP; Dawson in sod., 1998upine NSP si sledijo od ena

(najveija odpornost) do pet (najgj@ dovzetnost).

Praskavec je pri ovcah znan ze& ket 250 let in do sedaj ni dokazov, da bi bil Skeca
ljudi. Evropska komisija je sprejela uredbo, zaradiava BSE pri govedu, moznega
spontanega prenosa praskavca z ovc na govedorat &knezmoznostiddve praskavca
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od BSE pri ovcah. Uredba drzavagtanicam nalaga sprejetje programa selekcije na
odpornost ovc proti praskavcu. Program je usmaerjetocitev alela VRQ in pov&vanju
frekvence alela ARR. V Sloveniji smo takSen prograaieli izvajati v letu 2005: Program
predvideva genotipizacijo plemenskih ovnov in ogcra podlagi teh podatkov izvajanje
selekcije.

Zbiranje vzorcev in genotipizacija sta Se vednoatreho draga postopka. Genotip
posameznika lahko v primeru¢ttega rodovnika dotomo tudi iz genotipa sorodnikov. V
sploSnem lahko na podlagi genotipa sorodnikov segggijsko analizo izeanamo

verjetnosti vseh moznih genotipov za posameznika.

V analizo smo vKljdili sedem pasem ovc, ki so vk§ene v rejske programe v Sloveniji:
jezersko-salavska, oplemenjena jezersko<solska, belokranjska pramenka, teksel,
bovska, oplemenjena bovSka in istrska pramenkateMagasme ovc so vkijane v
program za pov@vanje genetske odpornosti na TSE. Do konca le@/ 3@ bilo
genotipiziranih (136., 154. in 171. kodon gena Peye& kot 10.000 ovc in ovnov.

Podatke (genotipe PrP in rodovnike) smo uporakaliizza&un verjetnosti genotipov.
Dolocitev verjetnosti genotipov s segregacijsko anateamelji na verjetnostnem danu.
Mi smo za izraun uporabili program GenoProb (Thallman, 2002)upgorablja metodo
alelnega Ilu&nja (Thallman in sod., 2001la; Thallman in sod.12)0 S to metodo
izracunamo verjetnosti genotipov iterativno, kot funkciyerjetnosti genotipov pri

prednikih, potomcih in partnerjih.

Pri spremljanju rodovnikov in genotipizaciji so nm&napake, zato smo uporabili model
nepopolne penetrance (Thallman in sod., 2001a), &g zbrani podatki o genotipu
uporabijo kot fenotipska vrednost. Morebitno odsigp med »fenotipom« in dalenim

genotipom s segregacijsko analizo, se lahko uparabpreliminarno odkrivanje napak

genotipizacije in ténosti rodovnika.

Za vsako ovco ali ovnha smo s segregacijsko analimiobili vektor verjetnosti za vseh 15
moznih genotipov PrP. Prav tako pa smo darali verjetnosti skupine NSP, kot vsoto

verjetnosti genotipov v doteni skupini. Za Zivali brez podatkov o genotipu R0
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izracunali Se povpréno vrednost NSP, kot tehtano powjeeStevil od 1 do 5, préemer
smo tehtali z verjetnostmi za skupine NSP. Za prjgwve smo izrdunali tudi povpreéno
vrednost NSP za celotno populacijo, kjer smo ugbragrjetnosti skupin NSP izeananih

iz frekvence genotipov PrP v celotni populaciji.

Za segregacijsko analizo je poleg Stevila Zivalnanim genotipom in strukture rodovnika
pomembna tudi frekvenca alelov. Frekvence alelow &retunali kot enostavne deleze in
pri tem nismo upoStevali sorodstvenih povezav meshmezniki (Bohenke, 1991). Za vse
pasme, razen za pasmo teksel, je bilatibma visoka frekvenca alela ARQ (od 26,3 do
69,7 %). Frekvenca alela VRQ (najbolj povezan zzbkus praskavcem) je bila pri vseh
pasmah manj kot pet odstotkov. Alel ARR (najbolv@pan z odpornostjo za okuzbo s
praskavcem) je bil bolj pogost kot alel VRQ in siakoli 20 % za jezersko-savsko
pasmo, oplemenjeno jezerskaigwesko pasmo, bovSko pasmo in oplemenjeno bovsko
pasmo. Pri pasmi teksel je delez tega zazelenetm alasal kar 52,7 %, pri belokranjski
pramenki 35,0 % in pri istrski pramenki 32,5 %. kuenca alelov AHQ in ARH se je
gibala med 0,1 in 24,6 %. Luhken in sod. (2008)senili frekvence genotipov PrP in
alelov za 56 pasem iz 15 drzav Evrope in Bliznjegiaoda. Njihove ocene frekvenc alelov

so se med pasmami razlikovale Se bolj kot v naSemepu.

Zanimali so nas iztani verjetnosti genotipov PrP za Zive Zivali, sajls te zanimive za
selekcijo. Za vsako zival smo s segregacijsko aaaltratunali verjetnosti za vseh 15
moznih genotipov PrP. UspeSnost segregacijske zenaimo ovrednotili s Stevilom
dodatno potrjenih ali ovrzenih genotipov PrP inmhkuNSP. V kolikor je bila verjetnost za
en genotip 100 %, smo lahko ta genotip potrdili atogostjo. UspeSnost analize smo
preverili tudi pri 99 in 95 % verjetnosti d@ltve genotipa. Pri petih alelih je moznih 15
genotipov. S tem je Stevilo potencialnih genotipkivjin lahko potrdimo ali ovrzemo, v

razmerju 1:14.

Z gotovostjo nismo dodatno potrdili genotip PrPsiliipino NSP niti za eno Zival. Stevilo
dodatnih potrditev ali ovrzb genotipa PrP je b#onhalo veé&je pri 99 in 95 % verjetnosti.
Za 0 do5,5 % zivali razknih pasem smo lahko dodatno potrdili genotip PrE5$46
verjetnostjo. Za vse pasme skupaj smo tako dodatriodili genotip PrP (s 95 %
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verjetnostjo) pri 299 zivalih. Delez zivali, ki snim s 95 % verjetnostjo uspeli owie/saj
en genotip PrP se je gibal med 5,5 in 17,0 %. UspSanalize se med pasmami ni

bistveno razlikovala, kljub temu, da je bila stuulat podatkov med pasmami r&nia.

Pri skupinah NSP je bila uspesnost segregacijskézanle malo boljSa. Najbolj smo bili
uspesni pri oplemenjeni bovski in bovski pasmirilgeno z 99 % verjetnostjo dodatno
potrdili 20,3 % (VFB) in 19,3 % (B) zivali. Pri dgih pasmah je bil ta delez nizji. DeleZi
ovrzenih skupin NSP so bili bistvenogjiekot pri genotipu PrP. Za vse pasme skupaj smo
dodatno potrdili skupino NSP pri 561 zivalih z 99&jetnostjo in pri 817 zivalih s 95 %

verjetnostjo.

Absolutno Stevilo dodatno potrjenih genotipov PnPskupin NSP ni zanemarljivo. Teh
zivali tako ni potrebno genotipizirati, kar vk§mo z zbiranjem vzorcev na terenu
predstavlja prihranek. Sicer pa lahko iz zbranibulatov povzamemo, da uspesnost
segregacijske analize za ddtev genotipa PrP za naSe populacije ovc ni bilakae
Razlog za tako slab uspeh lahko v veliki meri poj@a®. Menimo, da so vzroki za slab
uspeh: veliko Stevilo alelov, intermediarne frekeemlelov, struktura podatkov in uporaba
modela nepopolne penetrance. Dodatne potrditve tiganoPrP in skupine NSP
predstavljajo prihranek, a zaradi majhnega obsega nporabne za selekcijo celotne
pasme na odpornosti proti praskavcu. V ta namenigmaabili povpréno vrednost NSP,

ki jo lahko izr&unamo za vse Zzivali.

Za selekcijo na odpornost proti praskavcu odbirdiste Zivali, ki so véim nizji skupini

NSP. Namesto, da bi odbirali samo med Zivalmi znanagenotipom, bi lahko v nabor

vkljucili tudi zivali, katerim smo izré&unali NSP. Za poveéevanje odpornosti pasme bi

odbirali zivali, ki so pod povptmo vrednostjo NSP za celotno populacijo. Z uporabo

parametra@ smo v nabor za selekcijo pri vseh pasmah skupdgtdo vkljili ve¢ kot

2000 zivali; najveé pri jezersko-saavski pasmi (879 zivali) in oplemenjeni jezersko-
sokavski pasmi (726 zivali). S tem se na eni straniagp¥a pritisk na intenzivnost
selekcije za ostale gospodarsko pomembne lastpostvcah in na drugi strani zmanjSa

parjenje v sorodstvu.
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ZAHVALA

Na prvem mestu se moram zahvaliti in ga z debelikami oznaiti Gregorja Gorjanca,
kateri je »kriv« za nastanek tega dela. Ni takakirelin debelih¢rk, ki bi lahko opisale,
koliko sem mu doZan in hvaleZen za njeges, trud in potrpljenje. Se enkrat HVALA

Gregor!

Potem se je nujno zahvalit mentorju doc. dr. DragomKompanu, ki je v kljgnih
trenutkih vzel stvari v svoje roke in zadevo prjaktio tja kjer mora biti. Zahvala gre tudi
somentorju prof. dr. Juriju Poharju in recenzentf.dr. Petru Dodu za nataden pregled

in recenzijo dela.

Iskrena hvala tudi gospe Sabini, ki mi je bila vedra razpolago ob mojih umestnih in

neumestnih vprasanjih...

Hvala tudi ga. Jerneji Bogataj, ki so mi pomagali ipkanju nekaterih tezje dostopnih
¢lankov. Seveda nesmem pozabiti na prof. dr. Na&&al, ki so mi pomagali pri zadnjih
slogovnih in drugih popravkih, prav tako lepa hvgéa Karmeli Malinger za hiter pregled
angleSkega izvika. Iskrena hvala tudi ostalemu osebju na Rodicisk mi v tem
prelepemcéasu Studija kakorkoli krajSatias, me izobrazevali in prenasali moje muhe in

neumnosti.

NajlepSa hvala starSem in cekaroma (Igor in J&ngp me prenasali ob vikendih, ko sem

domov prihajal lezat in si kaj zmiSljevat. Bom pabbo nadoknaditi, obljubim.

NajtesnejSi bandi se zahvaljujem za veselje $aspv ko sem bil Se manjsi kot zdaj (nekje
vas moram omente:): Tom (na tem mestu priStevanN&djio), Jonas, Igor, Marko
(Brejda), K&a ... TomaZzu na tem mestu se Se posebej zahvaljpgetas in trud pri

konénem oblikovanu tega dela.
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Neka vrstica tudi ostaja za kéka bando, ki mi daje toliko veselja, da ogtev o vrnitvi
domov ni bila tezka: Petra, Sandra, Roman, Tomagbkod, Psej, Lidija, Rado, Bojan,
Primsi, Ales, Pilot in ostali...Bog vas Zivi!:)

Pa nenazadnje ne smem pozabiti na SIT-ovce, sikaigram, da se bomo v prihodnje le

prebili do kakega peharja, drugapa postajam njihov sponzor zdaj tudi jaz.

Nesmem pozabiti tudi na borce iz Studijskih kldgy brez njih bi bilo resen na Rodice
»tezkovrzdrzljivo«: Stojc, Gregor, Karolina, Nast@leS, Direktor (Borut), Miro, Mi,

Frenk, Tinkara in ostali..., kaj najdem: fejn je blo.

Hvala farmacevtskemu klanu (Metka, Eva, BaNeo in co.) in ostalim »roZnedolincem«
za vse skupne prebluzjene¢npo Rozni, KMS-ju in drugje, sploh ne bi dobro pakkaj

je maek, ¢e vas ne bi blo.

Pa hvala lepa Klubu Ormoskih $tudentov za pdmo tiskanju diplome (hvala Ziga za

cas).

Hvala tudi kolektivu iz Lek-veterine iz Lipovec zapodbujanje ob koncu Studija in
poma: ter potrpezljivost, verjamem da vam bom vrnil ggluPosebno zahvala za gospo
Silvo, ki mi Ze sedaj, p&eprav se poznamo komaj mesec dni obilo, pomagéeprerkoli

pa prosim.
Nazadnje pa zahvala nekomu v katerega verjamemdz@es@ in zaradi katerega
verjamem, da sem prilezel do sem. Hvala da me gledatam zgoraj in se vsake toliko

spomnis na mene.

Samo to Se:QUISQUE SUAS SUSTINET CRUCES«Vsak nosi svoj kriz).



PRILOGE

Priloga A: Frekvence genotipov PrP pri réalh pasmah ovc po Sloveniji

Pasma Frekvence genotipov PrP (v %)

ARR/ ARR/ ARR/ ARR/ AHQ/ AHQ/ AHQ/ ARH/ ARH/ ARQ/ ARR/ AHQ/ ARH/ ARQ/ VRQ/
ARR AHQ ARH ARQ AHQ ARH ARQ ARH ARQ ARQ VRQ VRQ VRQ VRQ VRQ

JS 3,5 2,6 2,9 21,2 0,8 1,0 9,2 0,7 11,0 40,0 11 0,40,5 5,0 0,2
JSR 2,8 2,6 0,2 25,4 0,8 0,1 10,7 0 15 48,3 15 0,8 051 0,1
BP 11,6 2,9 0,8 42,4 0,1 0,1 5,4 0 0,4 33,5 19 0 0 91, 01

T 23,7 7,5 17,2 31,2 0 0 2,2 0 7,5 4,3 2,2 0 0 32 1 1,
B 3,5 5,3 2,3 18,8 4,3 2,0 18,4 15 7,6 34,4 0,5 0,50,2 0,6 0,1
VFB 5,9 11,4 1,3 19,3 4,8 11 26,5 0,2 2,2 25,6 0,2 0,70 0,9 0

IP 13,1 4,8 0 32,8 11 0 7,6 0 0,2 35,6 1,3 0,5 0 2,505

JS — jezersko-stdvska; JSR — oplemenjena jezersk@&matka; BP — belokranjska pramenka; T — teksel; — ®vSka; VFB — oplemenjena bovska; IP — istrska
pramenka



