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Streszczenie
Tytul pracy: Analiza polimorfizmu w genach potencjalnie odpowiedzialnych za

padaczke idiopatyczna w populacji gonczego polskiego

Goncezy polski to stara, rodzima rasa pséw mysliwskich, hodowana 1 uzytkowana od
stuleci, poczatkowo na terenie Polski potudniowej i potudniowo wschodniej, a obecnie
licznie wystepujaca na terenie calego kraju.

Celem pracy byta identyfikacja genow potencjalnie skorelowanych z wystgpieniem
epilepsji idiopatycznej u gonczego polskiego lub genéw o kluczowym znaczeniu dla
wystapienia choroby.

W przeprowadzonych badaniach nad genetycznym podtozem padaczki idiopatycznej u
gonczego polskiego grupe badawcza stanowito 48 osobnikow w wieku 3 do 12 lat
(Srednia 7,42 oraz mediana 7,50). Do grupy zwierzat chorych zakwalifikowano 12
osobnikow, do grupy zdrowych 36 osobnikow. Podzialu dokonano na podstawie
formularza wykluczajacego inne potencjalne zrodta drgawek u osobnikéw chorych.
Probki DNA zostalty wyizolowane przy uzyciu zestawu NucleoSpinRDX.Blood, a
nastepnie zgenotypowane przy uzyciu mikromacierzy Illumina CanineHD BeadChip.

Po przeprowadzeniu analizy GWAS wybrano trzy geny kandydujace - DOKS lezacy na
chromosomie 22, ARFGEF2 lezacy na chromosomie 24 oraz PCDHY9 lezacy na
chromosomie 22. Do analizy dotgczono gen, najczesciej wymieniany w literaturze w
kontekscie padaczki idiopatycznej u psow, ADAM?23 lezacy na chromosomie 37.
Wieloczynnikowa redukcja wymiarow (MDR - Multifactor dimensionality reduction)
oraz analiza SNP w obrebie wyzej wymienionych genow pozwolita okresli¢, ze DOK5
oraz PCDHY9 s3 glownymi genami kandydujagcymi do powigzania z padaczka
idiopatyczng u gonczego polskiego. Gen ADAM?23 warto przeanalizowaé w konteks$cie
mozliwosci interakcji z innymi regionami, za to na podstawie przeprowadzonej analizy

stwierdzono dla genu ARFGEF2 brak satysfakcjonujacych rezultatow.

Stowa kluczowe : gonczy polski, padaczka, mikromacierz, DOKS, PCDCH9



Summary
Title: Analysis of polymorphism in genes potentially responsible for idiopathic

epilepsy in the Polish Hunting dog population
The Polish Hunting Dog is an old, indigenous breed, that has been bred and used for
centuries, first in southern and southeastern Poland but now found in large numbers

throughout the country.

The aim of this study was to identify genes that may correlate with idiopathic epilepsy

in the Polish Hunting Dog or may be critical to for the onset of the disease.

Accordingly, a study was conducted on the genetic basis of idiopathic epilepsy in the
Polish Hunting Dog was conducted. The study included 48 individuals aged 3 to 12
years (mean of 7.42 and a median of 7.50). 12 individuals were classified into the group
of diseased animals, and 36 individuals into the group of healthy animals. The
classification was based on a form that excluded other possible causes of seizures in
diseased individuals. DNA samples were isolated using the NucleoSpinRDX.Blood kit
and then genotyped using Illumina CanineHD BeadChip microarray.

After GWAS analysis, three candidate genes were selected - DOK5 on chromosome 22,
ARFGEF2 on chromosome 24, and PCDH9 on chromosome 22. The gene most
commonly found in the literature in association with canine idiopathic epilepsy
ADAM23 lying on chromosome 37 was included in the analysis. Using multifactorial
dimensionality reduction (MDR) and SNP analysis within the above genes, DOK5 and
PCDH9 were found to be the main candidate genes for association with idiopathic
epilepsy in the Polish Hunting Dog. The ADAM23 gene is worth analyzing in the
context of the possibility of interaction with other regions, the ARFGEF2 gene did not
provide satisfactory results at this stage.

Keywords: Polish Hunting Dog, epilepsy, microarray, DOK5, PCDCH?9.
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Wstep

Gonczy polski to stara, rodzima rasa psoOw mysliwskich, hodowana i uzytkowana od
stuleci, poczatkowo na terenie Polski poludniowej i potudniowo wschodniej, a obecnie
licznie wystepujaca na terenie catego kraju. Pierwsze udokumentowane wzmianki o
psach odpowiadajace opisowi gonczego polskiego siegaja poczatkow XVII wieku, a
najprawdopodobniej psy w podobnym typie musiaty istnie¢ wczesniej. Mimo iz nie
udato si¢ ustali¢ jaki procent populacji obcigzony jest padaczka idiopatyczna, to
obserwuje si¢, ze jest ona czestsza w niektorych liniach oraz u potomstwa okreslonych
osobnikow. Stwierdzanie w wigkszosci przypadkéw wigcej niz jednego chorego
zwierzecia w miocie, sugeruje genetyczne podloze choroby u tej rasy i uzasadnia
poszukiwanie mutacji odpowiedzialnej za jej wystagpienie. Do tej pory nie prowadzono
badan podtoza genetycznego padaczki idiopatycznej u gonczego polskiego. Obserwuje
si¢ nowe przypadki, a liczba zwierzat chorych si¢ nie zmniejsza. Nie jest prowadzona
ewidencja zwierzat chorych, a zglaszanie kolejnych osobnikow  z padaczka
idiopatyczng do Rodowodowej Bazy Gonczego Polskiego jest dobrowolna, wigc spora
cze$¢ przypadkoéw zostaje nieznana, a wiedza na ich temat niedostepna dla hodowcow.

Wystepuje wystarczajaca réznorodno$¢ sposobu dziedziczenia oraz objawdw
klinicznych u psow, aby zatozy¢, ze podstawa genetyczna jest rézna dla réznych ras.
Wiedza na temat podtoza genetycznego tej choroby przyspiesza i1 utatwia diagnoze oraz

pozwala wykry¢ nosicieli.



Przeglad literatury

Historia rasy gonczy polski

Goncezy polski, rasa o numerze 354 FCI (Fédération Cynologique Internationale) jest
rodzimg polska rasa psow, wystgpujaca dawniej na terenie Polski potudniowe;j
(Bieszczady, Beskidy, Pieniny i Podhale) (Fotografia 1). Jest to pies lekki, zwarty, o
sprezystej budowie ciala, ktéra wskazuje na jego duza ruchliwo$¢, a takze odpornos¢ na
trudne warunki, ktére stawiato przed nim polowanie w terenach gorskich. Goncezy jest
psem s$redniego wzrostu, o wysokosci w kigbie do 60cm, jego sylwetka wpisuje si¢ w
prostokat 0 proporcji 9:10. U tej rasy moze wystepowacé umaszczenie czarne podpalane,
czekoladowe podpalane i1 rude. Gonezy ma zréwnowazony, tagodny charakter ale przy
tym jest psem brawurowo odwaznym, a zarazem roztropnym. Jest psem inteligentnym,
podatnym na tresurg, co w potaczeniu z jego ogromna pasja towieckg sprawia, ze jest
niezastgpionym towarzyszem wspotczesnego mysliwego. Gonezy polski nie moze by¢
agresywny, ale ma pozosta¢ nieufny wobec obcych, co sprawia, ze jako jedyny z VI
grupy FCI psow gonczych i ras pokrewnych jest dobrym psem strozujagcym. Obecnie
jest wykorzystywany do polowania na zwierzyne ptowa i czarng, w szczegolnosci na
dziki, ale réwniez na zajace 1 lisy na terenach gorskich potudniowej Polski i w Rosji.
Jego cecha charakterystyczng jest melodyjny gon o zmieniajacej si¢ tonacji, znacznie
wyzszy u suk (ZKwP). Goncze sg hodowane i uzytkowane w Polsce, Niemczech,
Francji, Szwecji 1 Czechach, ale s3 jako psy wystawowe prezentowane w niemal catej
Europie, a jeden osobnik byt pokazywany na wystawach w Stanach Zjednoczonych

Ameryki.



Fotografia 1 Pies rasy gonczy polski (autor Garbacz, 2021)

Najwicksza trudno$cia, z ktorag musza si¢ zmierzy¢ mysliwi w trakcie polowania,
zarowno w dawnych czasach jak 1 dzi$, jest wytropienie zwierzyny, dojScie do niej na
odlegtos¢ umozliwiajaca oddanie skutecznego strzatu (dawniej réwniez np.: rzutu
oszczepem, bumerangiem, arkanem czy innym) oraz odnalezienie postrzatka, jesli nie
padt w ogniu (Brabletz, 2007). W dawnej Polsce pies gonczy, zwany ogarem, byt
pospolitym psem mysliwskim, uzywanym przewaznie do polowan na terenach
bagiennych, w borach na mokradtach niemozliwych do przebycia przez czlowieka. W
polowaniu nalezato z danego terenu wyptoszy¢ zwierzyne, do czego potrzebne byty psy
silne i wytrzymate, z dobrym wiatrem i dono$nym glosem (Kryspin, 1957). Dlatego tak
wysoko cenione byly dobre psy goncze obdarzone wybitnym wechem. Dobrze
podejmowaty trop i1 podazaty nim, czasem nawet catymi godzinami, a gdy odnalazty
zwierze, osaczaty 1 trzymaty je do momentu przybycia mysliwych.

Kilkaset lat temu tereny Polski byly pokryte rozleglymi puszczami, w ktorych w
przeciwienstwie do Europy Zachodniej, jeszcze zyly tury, zubry, niedzwiedzie, losie,
wilki 1 rysie. Mimo licznego poglowia zwierzyny znalezienie jej i osaczenie bez ztai
psoéw bylo niebywale trudne, wrgcz niemozliwe (Brabletz, 2007).

Mysliwy oczekiwal na przesmyku, a po glosach psow orientowat si¢ czy gonig za
tropem zwierzyny, czy tez maja ja przed soba i jaka, bowiem inaczej glosza lisa, a
inaczej dzika lub jelenia (Kryspin, 1957).

Najstarszg wzmianke o towach z ogarami mozna odnalez¢ w kronikach Galla Anonima.
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Za panowania dynastii Piastow i Jagiellonow nastgpit znaczacy rozwdj lowiectwa, a co
za tym idzie wykorzystania psa gonczego. W zapiskach kronikarskich XIV wieku
znajduja si¢ wzmianki o ogarach hodowanych specjalnie na krolewskie towy, a takze o
darach dla panujgcych w postaci psow mysliwskich (Palak, 2012). W rejestrach
rozchodow dworu Wtadystawa Jagielly i krolowej Jadwigi wiele zapiséw dotyczylo
utrzymania psiarni krélewskiej. W dniu 3 stycznia 1390 roku w rachunkach prokuratorii
niepotomickiej zanotowano, ze: ,, Timus Litwin fowczy krélewski przybyl z Proszowicz
12 konmi i 44 psami tfowczymi”. Gdy w trakcie polowania psy zostaly pokaleczone,
leczono je, zapisujac w rachunkach wydatki: ,,Za siarke i sadto do smarowania dla psow
krolewskich 1 grosz”. W sredniowiecznej Polsce, wielkie towy na grubego zwierza —
tura, zubra, losia, niedzwiedzia, dzika czy jelenia — byly wylacznym przywilejem
krolow 1 ksigzat (Forelle, 1972). Zamitowanie do polowania i pséw gonczych
Wiadystawa Jagietty mozna dostrzec miedzy innymi na jego nagrobku, ktéry krol
wybrat dla siebie najprawdopodobniej sam. U podstawy widnieja marmurowe
wizerunki pséw 1 sokotow, ktore sg interpretowane jako alegoria walki dobra ze zlem
lub symbol polowania (Palak, 2012).

Najwigksza popularnos$¢ ogara w Polsce przypada na okres od XIV do XVII wieku. Byt
to w Europie ztoty okres myslistwa konnego par force, szczegodlnie popularnego we
Francji, Anglii i Niemczech. W Polsce towy par force nie byly popularne. Tego typu
polowania byly mozliwe tylko na polach i w lasach starannie utrzymanych,
poprzecinanych alejami, po ktorych polujacy w grupie mogli na koniach podazaé za
gonem psOw 1 sygnatami tragbek mysliwskich. W tych polowaniach chodzito nie tyle o
upolowang zwierzyng, ile o wykazanie dzielnosci konia. W Polsce polowania na gruba
zwierzyng oparte byly gtownie na psach gonczych, ktorych glos byl najwazniejszym
atutem. Znawcy tych psow dobierali osobniki do swojej sfory tak, aby ich glosy w
trakcie polowania tworzyty harmonijny, przyjemny dla ucha akord (Kryspin, 1957).
Typ jak 1 sposéb uzytkowania psow w towiectwie zalezaty w najwiekszym stopniu od
gatunkow zwierzyny obecnej w towisku oraz warunkéw terenowych. Na potudniu
hodowano psy lekkie, odporne na ostry klimat gor. Te psy daty poczatek hodowli
gonczego o umaszczeniu czarnym podpalanym, od ktorych wywodzi si¢ obecny gonczy
polski oraz kilka pokrewnych ras pséw gonczych np. stowacki kopov, wegierski erdelyi
kopo czy austriacki brandlbracke, a nawet gonczy litewski (Marcinkowski, 2015a). Na
nizinach polowano z psami mocniejszymi, lepiej sprawdzajacymi si¢ w rozleglych

puszczach. W Polsce spotykane byly rdznego typu ogary: na Wilenszczyznie ogary
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litewskie, na Podlasiu rosyjskie i kostromskie, a w centralnej Polsce ogary polskie,
roéznigce si¢ wzrostem i umaszczeniem. U ogarow zachodnich podpalanie byto ciemno
pomaranczowe, a u wschodnich ras jasno zotte (Kryspin, 1957). Na poczatku XVII
wieku, gdy zaczeto w trakcie polowania uzywaé broni palnej, zmienit si¢ charakter
pracy psoéw gonczych. Psy duze, silne, szybkie i zajadle, ktore potrafity szybko dopas¢ i
zdusi¢ zwierzyne, przestaly odgrywaé wazng role w tego typu polowaniach. Zaczgto
uzywac¢ psow lzejszych, wolniejszych, pracujagcych z wigkszym dystansem do
zwierzecia. Pies musial z duzg uporczywoscig trzymacé si¢ w bliskosci zwierzyny
nieustannie gloszac. Jego zadaniem bylo ruszy¢ z legowiska zwierzyng i napedzic ja na
strzat, nie doganiajac jej, ale zachowujac bezpieczny dystans. Jest to typ pracy ceniony
takze przez wspotczesnych mysliwych, charakterystyczny dla ogara 1 gonczego
polskiego. (Marcinkowski, 2015b).

Ogar i gonczy polski wywodza si¢ prawdopodobnie, jak wigkszo$¢ pséw gonczych w
Europie, od psow Swictego Huberta i sa wynikiem krzyzowania z miejscowymi typami
psow mysliwskich oraz psami Turkow i ogarami kostromskimi pochodzenia tatarskiego.
W XVI wieku sprowadzono do Polski psy mediolanskie, gaskonskie, normandzkie,
kurlandzkie, francuskie, sentonskie, wloskie i angielskie, ktore najprawdopodobniej
miaty wplyw na ksztattowanie polskich ras. Na przyktad ostawiona psiarnia w
Pieskowej Skale w ordynacji Wielkopolskich, sktadata si¢ w czasach $wietnosci z okoto
500 psow gonczych trojkolorowych (Lakomik-Kaszuba, 2021). Inna informacja na
temat Wtadystawa Jagietty to: ,,JLowcy ze stuzbg 1 liczng psiarnig wedrujagc konno z
lowiska do towiska, prowadzili na sforach z zelaznego *lancucha wielkie psy
mediolanskie, psy na niedzwiedzie zwane ,kurczami”, psy na jelenie, $ledniki, ogary,
charty 1 wyzty.” (Forelle, 1972). U wspotczesnych gonczych polskich mozna rowniez
dopatrywac si¢ cech, wynikajacych z dolewu krwi tych pséw, jak na przyklad ksztalt
ucha zblizony do angielskiego foxhunda (gonczy trojkolorowy), czy umaszczenie
czekoladowe podpalane i rude, ktore moze by¢ wynikiem dolewu krwi gonczych
mediolanskich (Marcinkowski, 2015a; Palak, 2012).

Nazwa ,,ogar” pojawia si¢ po raz pierwszy w 1549 r. w ,Ksiggach o gospodarstwie”
Piotra Krescentyna. O ogarach wspomina tez Mikotaj Rej w 1568 r. w ,,.Zywocie
cztowieka poczciwego”. Etymologia tej nazwy nie jest jasna. Moze pochodzi¢ od
grania, ogarniania, albo od umaszczenia ogorzatego (Kazmierski, 2014). Co do
nomenklatury polskiej, nalezy przypuszczac, ze pierwotng nazwa jest wlasnie ,,ogar”.

Tylko tej nazwy uzywa Ostrorog w 1618 roku 1 to jedynie w tytule, w teks$cie pisze
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,»psi”, ogara wymienia réwniez Haur w 1757 roku piszac : ,,owe ucieszne wyziow i
ogarow glosy”. Pdzniejsi autorzy uzywajg nazwy gonczy, ale czesto jako synonim
ogara. | tak Ladowski w Dykcjonariuszu w 1783 roku pisze - ,,.Le Limier — ogar czyli
pies gonczy”’, podobnie Gerald Wyzycki w 1838 roku — ,,Ogar czyli pies gonczy” oraz
Kumelski i S.B. Gorski ,,Ogar albo pies gonczy”. Inni uzywaja jednej z dwoch nazw:
»ogara” — Kluk w 1779, podajac tacinskg nazwe Canis sagax oraz Czyzowski w 1838
roku. O ,,gonczym” za$ pisza : Jundzitt w 1827 roku, Lyszkowski w 1839, Pisulewski w
1850. Belke za$ w 1849 roku uwaza gonczego za pododmiane¢ ogara, nie podajac zadnej
roznicy. Roznice migdzy ogarem i gonczym dostrzegaja tylko Koztowski w 1821 roku,
Bobiatynski w 1823 roku oraz Szytler w 1839 roku (Dyakowska, 1980).

Pierwsze pelniejsze proby opiséw psow gonczych w Polsce przypadaja na poczatek
XVII w. W roku 1608 hrabia Jan Ostrorog napisat traktat naukowy: ,,O psiech gonczych
1 myslistwie z nimi”. Dziesi¢¢ lat pozniej wydaje go w peinej formie pod tytutem
»Myslistwo z ogary”. Byt to pierwszy polski podrgcznik kynologiczny. Opis ogara wg.
Ostroroga: ,,Sila psia znaczy si¢ grzbietem, ktéry ma by¢ ksztaltny, koScisty,
pieczeniasty 1 dlugi. Pod takim grzbietem noga zylowata (...). Stopa ma by¢
podlugowata (...). Nos ma by¢ wielki, nozdrza przestronna, wilgotna (...)”
(Kazmierski, 2014). Rozmaite sg opisy ogarow u réznych autorow, na przyktad w 1779

2

roku Kluk pisze :”...sa miernej wielko$ci, brunatno-czerwonawe, czasem czarne z
glowa 1 nogami zottawymi (...) Dobry ogar powinien mie¢ glowe miernie gruba,
nozdrza wielkie i otwarte, uszy dlugie, mocne i wiszace, grzbiet mocny i wygigty,
ledZzwie grube, uda szerokie, nogi proste, suche z twardymi stopami (..)”. Koztowski w
swoich opisach rozrdznia ogara od gonczego i w 1821 roku pisze : ,, (...) ogar bywa
pospolicie dtugi na trzy stopy 1 kilka cali, wysoki przeszlo na poéttorej stopy, przy tym
Sciggly, lekki i pieczeniasty. Glowa jego niezbyt gruba, opatrzona jest dlugimi
obwistymi uszami; nos ma szeroki, przednig cz¢s¢ glowy dluga, czoto wysokie i
wypukte (...) SzerSci jest krotkiej 1 gtadkiej, koloru jasnobrunatnego, uszy zas i grzbiet
sg ciemniejsze; ma biale znaki na glowie, piersiach, brzuchu i nogach. (...) gonczy
niewiele r6zni si¢ od ogara co do powierzchownosci, jest o kilka calow nizszy. Wiosa
czarnego 1 picknie zbudowany; uszy ma dlugie i znaki podzare. Gtos jego mocny ze
szczegOlnym zacigciem (...)”". W 1823 uzupelnia opis gonczego: ,,(...) goncze jakoSmy
widzieli odznaczaja si¢ takze dlugimi obwistymi uszami, tudziez muskularnymi

nogami. Odziane sg powszechnie wtosem bardzo krétkim 1 ogon trzymaja podniesiony.

Pospolity ich kolor jest czarny z plamami ognistymi; wigksza cz¢$¢ ma znaczki tego
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koloru nad oczyma: pod piersiami i brzuchem prawie zawsze sg podpalane.” W roku
1823 opisu gonczego podjat si¢ rowniez Bobiatynski, w ,,Nauce Lowiectwa” wydanej w
Wilnie pisze: “pies gonczy powinien mie¢ glos czysty, donosny, wech czujny, glowy
miernej wielkos$ci, nozdrza rozwarte, uszy dlugie wiszace, grzbiet mocny (...) koloru
pospolicie bywajg brunatno czerwonawego, czyli podzarego, niekiedy czarnego z
biatym podbrzuszem albo podgardlem.” Gerald Wyzycki w 1838 roku w ten sposob
opisuje ogary :”’Ogar czyli pies gonczy. Tych jest kilka gatunkéw. Ogary wielkie sg
zwykle koloru czarnego: pysk, koncze tap, pachwy i1 zadnia czg$¢ uda zotte, niby
ogorzate, od czego maja nazwisko.” (Dyakowska, 1980).

Na wyglad, wytrzymatos¢ i charakter polskich psow ras mysliwskich najwickszy wpltyw
miata przemyslana hodowla, ukierunkowana gléwnie na poprawe cech zwigzanych z
uzytkowoscia.

Selekcja ukierunkowana byta przede wszystkim na:

. wytrzymato$¢, proporcje konczyn i lini¢ grzbietu, umigsnienie oraz gltebokosé

klatki piersiowej,

. glos, ktory dzielono na bas, tenor, alt i dyszkant,
. barwe glosu (glos rzewny, jadowity, niedbaty, klarowny),
. umaszczenie.

Istotne bylo utrzymanie odpowiedniej budowy fizycznej zapewniajacej lepsze efekty
polowania. Jednocze$nie selekcja naturalna eliminowata osobniki stabe, nienadajace si¢
do towiectwa 1 zycia w trudnych warunkach. (Marcinkowski, 2015a) Konsekwencja
takiej hodowli byto doprowadzenie do znakomitego przystosowania gonczych do
warunkow klimatycznych i geograficznych terenu Polski (Marcinkowski, 2015b).
Rozwdj hodowli psow gonczych trwal nieprzerwanie do okresu rozbiorow
Rzeczpospolitej Obojga Narodow. Pod koniec XVIII w. w miar¢ kurczenia si¢
powierzchni lasow 1 osuszania mokradel na pola uprawne, malato znaczenie ogara w
gospodarce towieckiej. Zaczeto hodowaé coraz wiecej trzody chlewnej oraz bydta, co
przy zmniejszajacej si¢ powierzchni laséw sprawito, ze fowiectwo przestalo odgrywac
tak wazng role, a polowanie w duzej mierze stawato si¢ rozrywka. Mimo to wielkie
towy z gonczymi organizowano az do czasow upadku powstania styczniowego, Kiedy
przewazajaca czes$¢ szlachty 1 dworé6w magnackich utracita swoje majatki, a wraz z
nimi psiarnie gonczakdw. Do tego swoje pigtno dolozyty dwie wojny $wiatowe, ktore
niemal doprowadzity do calkowitej zagtady rasy. (Marcinkowski, 2015b)

Zyjacy w latach 1903 — 1979 na Podkarpaciu Jozef Pawlusiewicz juz od najmtodszych
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lat polowat z psami w typie gonczego polskiego. Jak sam moéwil hodowat ogary polskie,
ktore byly w jego rodzinie od 150 lat. Ten ceniony polski kynolog, sedzia pracy psow
mysliwskich, wieloletni kierownik Zakladu Tresury Psa Stuzbowego w Sutkowicach i
honorowy cztonek Zwiagzku Kynologicznego w Polsce, dazyt do odtworzenia oraz
upowszechniania rasy gonczy polski. W latach pigc¢dziesigtych zalozyt hodowlg o
nazwie ,,z Karpat”. Goncze polskie jako tzw. psy Pawlusiewicza zostaly zarejestrowana
w Zwigzku Kynologicznym w Polce jako hodowla eksperymentalna w rasie ,,ogar
polski”. Wpisane do Polskiej Ksiggi Rodowodowej jako ogary posiadaly pelne
rodowody juz w roku 1956. (Brabletz, 2006)

Za pierwsza probe stworzenia wzorca poparta zdjeciami pelnorodowodowych
egzemplarzy ogarow Pawlusiewicza uwaza si¢ artykul w czasopisSmie ,,Pies”

opublikowany w listopadzie 1957 roku przez Rudolfa Kryspina (Fotografia 2 i 3).

Fotografia 2 Pies rasy gonczy polski (zrodto: ,,Pies” nr 5, 1957 rok )
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Fotografia 3 Pies rasy gonczy polski (zrodto: ,,Pies” nr 5, 1957 rok )

Autor ten pisze: ,,Tak wiec, korzystajac z opisow zostawionych nam przez roéznych
autorow, ktorzy mieli do czynienia z ogarami, mozemy odtworzy¢ nast¢pujacy wzorzec
ogara polskiego:

Ogar polski jest psem $redniego wzrostu, silnej budowy, o glowie $redniej wielkosci i
mocnych, proporcjonalnie dtugich nogach; wech posiada raczej goérny, glos czysty i
donos$ny.

Gtowa: nieco sptaszczona, pysk wydtuzony i tepy, fafle grube i obwiste — szczeki silne.
Uszy: osadzone na $rodkowej wysokosci, szerokie, dos¢ dilugie, wiszace, u dotu
zaokraglone 1 przylegajace do glowy.

Nos: wielki 1 szeroki miedzy oczami, nozdrza szerokie, otwarte, ciemnego koloru.
Szyja: gruba z obfitg skorag zwisajaca na podgardlu.

Grzbiet: silny, dlugi, raczej wygiety niz zgarbiony, klatka piersiowa szeroka i gleboka.
Nogi: mocne, suche, proste, proporcjonalnie dlugie, zdatne do wytrwatego biegu, stopy
podtuzne, twarde 1 owlosione, wilcze pazury nie pozadane.

Siers¢: krotka, gruba i przylegajaca, nieco dtuzsza pod brzuchem i na dolnej stronie
ogona.

Ogon: wiszacy, lekko zagiety lecz nie zakrecony.

Mas¢: czarna, brazowo podpalana. Biaty kolor dopuszczalny na piersi, podbrzuszu i i na
koncach tap.

Wady: zbyt duzy wzrost (powyzej 60 cm), krétkie lub krzywe nogi, zbyt dlugie lub
mate i odstajace uszy, cienka szyja, dlugi kark, krotki tutow, dluga sier$¢, taciata mase,

zakrecony ogon.
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Wady wzgledne : dolny wiatr, chrapliwy glos.” (Kryspin, 1957).

W 1959 roku ptk. Kartawik sprowadzil dwie pary ogar6w o umaszczeniu czaprakowym
z Wilenszczyzny. Byly to psy wigksze i mocniejszej budowy, niz te hodowane na
terenach gorskich przez ptk. Pawtusiewicza. Ptk. Kartawik zatozyl hodowl¢ o nazwie ,,z
Kresow” 1 na podstawie jego pséw Jerzy Dylewski opracowat wzorzec ogara polskiego
zatwierdzony przez FCI w 1967 roku pod numerem 52, ktory obowigzuje w nieznacznie
zmienione] w 2014 roku formie do dzi§. Ogary w typie hodowanym przez Jozefa
Pawlusiewicza byty nizsze, 1zejsze 1 inaczej umaszczone, w zwiazku z tym nie byly
zgodne z przyjetym wzorcem, czego konsekwencjg bylo dyskwalifikowanie ich na
wystawach psow rasowych. (Musiat, 2012)

Wysokie walory wuzytkowe gofnczych zapewnily zaangazowanie mysliwych,
przedktadajacych cechy charakteru ponad braki w dokumentacji. Dzigki temu, mimo
zaniechania oficjalnej hodowli, rasa przetrwata. W 1981 roku ponowne prace nad
odtworzeniem rasy podjat klub ogara polskiego, ktérego przewodniczaca byla
Magdalena Musiat. W 1982 roku, dzigki zaangazowaniu mig¢dzy innymi Profesora
Kazimierza Sciesinskiego oraz Matgorzaty Szmurlo, na XXXIII Warszawskigj
Wystawie Psow Rasowych zaprezentowano kilkanascie ogarow w typie hodowanym
przez Jozefa Pawtusiewicza. W marcu 1983 roku dzigki decyzji plenum Zarzadu
Gloéwnego otwarto dla nich osobna Ksigge Wstepna pod nazwa ,,gonczy polski”.
Jednocze$nie przeksztalcono klub ogara polskiego, w klub ogara i gonczego polskiego
(Musiat, 2012). Dopiero w roku 2014 oba kluby zostaty rozdzielone.

W trakcie przegladow hodowlanych zaczeto wpisywac psy do Ksiegi Wstepnej, a W
hodowle zaczeta si¢ angazowaé Rada Naukowa przy Zwigzku Kynologicznym. Z
numerem pierwszym do Ksiegi Wstepnej zostala wpisana suka o imieniu GAMA (o:
AMI, m: SABA) urodzona w lutym 1982 roku w Bukowinie Tatrzanskiej, jej
whascicielem byt Henryk Zywicki. Pierwszy miot data pod przydomkiem ,,0d
Krakowskich Muzykantow” w roku 1985, ojcem szczenigt zostal pies wpisany do
Ksiegi Wstepnej pod numerem 11 ANTEK z Bukowiny Tatrzanskiej (o: AWIZ, m:
ALMA). Pod numerem drugim w Ksigdze Wstgpnej zostata wpisana suka pochodzaca
ze Studzionki w Gorcach o imieniu MERA urodzona 15.05.1978 roku po BELLI i
ZAGRAJU. MERA data poczatek hodowli ,z Gorczanskiego Siola” Pani Ewy
Danielskiej z Katowic. Jako trzeci zostal wpisany pies o imieniu TROP, ktory nie
zostawitl po sobie potomstwa. Byl miotowym bratem GAMY. Pod numerem cztery

Wpisano psa pochodzacego z Bukowiny Tatrzanskiej o imieniu AMI, ktéry zostawit po
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sobie liczne potomstwo i do tej pory widnieje w rodowodach znaczacej czeSci
populacji. Jako piata do Ksiegi Wstepnej wpisano suke Pana Michata Nekanda-Trepki z
Warszawy AGE (o: BARTEK, m: SZURA). Byla ona zatozycielkg hodowli o nazwie
,Lesna Zgraja”, a zarazem matkag pierwszego miotu ktory dostat metryki Zwigzku
Kynologicznego w Polsce jako rasa gonczy polski, ojcem szczenigt byt pies o imieniu
ATOM wyhodowany przez Jerzego Zwierzynskiego. Pan Zwierzynski posiadat znang
psiarni¢ w  Bukowinie Tatrzanskiej, hodowlg¢ z przydomkiem ,z Bukowiny
Tatrzanskiej” oraz organizowat polowania z udzialem pséw gonczych w osrodkach
wojskowych. Pono¢ jego psy pochodzily od generata Berlinga, ktory mial swoje psy od
samego pik. Pawlusiewicza. Pierwszy miot gonczych polskich wpisany do Polskiej
Ksiegi Rodowodowej przyszedt na $wiat w hodowli ,,Czworonozni Zeglarze” w
Warszawie (Schemat 1). Rodzicami miotu zostali WANTUCH Inny Swiat i ROLKA z
Kongresowki. Pierwszym Championem Polski zostat PROMYK z Cisowki bedacy
wlasnoscig Witolda Czarnockiego i Krystyny Baranowskiej - Czarnockiej (hodowla
,»Tuhanow”) (Musiat, 2012). W latach 1982 - 1984 odbywaty si¢ posiedzenia Rady
Naukowej oraz cztonkéw klubu ogara i gonczego polskiego i sedzidw specjalizujacymi

si¢ w ocenie ras mysliwskich. Ich celem byto stworzenie wzorca rasy gonczy polski.
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Schemat 1 Rodowdd pierwszego miotu gonczych polskich wpisanego do Polskiej
Ksiegi Rodowodowe;j

Posiedzeniom towarzyszyt pokaz psoéw, a za wzoér typowego eksterieru postuzyt
RUMCYK z Bukowiny. W 1983 roku powstata praca magisterska dotyczaca rasy
gonczy polski, ktorej promotorem byt profesor Kazimierz Sciesinski, a autorem Dariusz
Kotudzki. W pracy dokonal powtdrzenia oraz poréwnania pomiar6w zoometrycznych
populacji gonczego z pomiarami wykonanymi przez Dorotg Abramowska w 1969 roku.
Trzeci raz powtdrzono procedure pomiardw w roku 2009 w ramach pracy magisterskiej
Aleksandra Krawczaka, ktérej promotorem byt réwniez profesor Kazimierz Sciesinski
(Musiat, 2012).

Podczas Swiatowej Wystawy Psow Rasowych w Poznaniu w dniu 10.11.2006 r zostato
ogloszone wstepne uznanie rasy przez FCI. Wzorzec zostal wpisany pod numerem 354.
Zgodnie z procedurg pierwszym mozliwym terminem na ztozenie wniosku o ostateczne
uznanie rasy byt 10.11.2016 roku. Do tego czasu goncze polskie mogly wystgpowac na
wystawach psow rasowych, jednak nie miaty prawa do tytulu CACIB -, a co za tym

idzie do tytutu Inter Championa (Larska, 2010). W trakcie trwania Swiatowej Wystawy
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Pséw Rasowych w Lipsku (Niemcy) 7.11.2017 roku, miedzynarodowe forum

kynologéw ogtosito oficjalnie ostateczne uznanie rasy.

Struktura genetyczna rasy gonczy polski na podstawie
dotychczasowych doniesien

Dane rodowodowe

Wedlug danych rodowodowych odtwarzanie rasy gonczy polski w latach 1970 — 2006
rozpoczeto od 20 pséw: AMI, ATOM, ATOS, AWIR, AWIZ, BARTEK, BAS,
BEMOL, DROPS, FILIP, GROT z TATR, HEBAN, MORUS, MURZYN, NERO,
NERO, TROP, TROP Z RAIJSKIEGO, ZAGRAJ, ZAGRAJ oraz 21 suk: ALMA,
BALSA, BELLA, DIANA, DORA, GALA, HAPPY, JOKI, KLUSANKA, KORA Z
ROPEK, KUNDZIA, LEDA, LORA, MELA, NORA, NORA, NUKA, NUTKA,
SABA, SMIGA, SZURA o nieznanym pochodzeniu. Cz¢§¢ z nich widnieje w Ksiedze
Wstepnej utworzonej dla rasy gonczy polski w 1983 roku.

W rodowodach dzisiejszych psow znajduje si¢ 14 reproduktoréw oraz 14 suk sposrod
wyzej wymienionych, pozostalte osobniki zniknety z rodowodoéw po 1 — 3 pokoleniach
(Tabela 1, Tabela 2).

Sposrdod suk zatozycielek, potomstwo pigtnastu z nich nie utworzyto linii matecznych.
Po SMIDZE NN, DORZE NN, SABIE NN, ALMIE NN, KEUSANCE NN w hodowli
zostaty jedynie samce. Po SZURZE 1 JOKI linia mateczna zakonczyta si¢ po trzech
pokoleniach, LEDZIE NN po dwdch pokoleniach, a po DIANIE, GALE, KORZE Z
ROPEK, KUNDZI, LORZE, NORZE NN i NORZE po jednym pokoleniu. Ostatecznie
linie mateczne przetrwaty po: BALSA NN, BELLA NN, HAPPY NN, MELA NN,
NUTKA NN, NUKA NN.

Linie mateczne okreslone na podstawie badania mtDNA

Na podstawie 138 probek pobranych od gonczych polskich, w tym 89 suk oraz 49 psow
w wieku od 7 tygodni do 12 lat okreslono linie mateczne na podstawie badania mtDNA.
Amplifikacja fragmentéw dtugosci 410 par zasad zostala wykonana metodg PCR przy
zastosowaniu uniwersalnych starterow Thr-L 15926 5'-

CAATTCCCCGGTCTTGTAAACC-3' [ DL-H 16340 5
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CCTGAAGTAGGAACCAGATG-3" (Vila, i.in., 1999). W analizowanych liniach
matecznych wyznaczono 9 miejsc polimorficznych SNP, na podstawie ktorych
wyodrebniono 6 haplotypéw. Pie¢ z nich pochodzi od suk, ktére majg okreslone na
podstawie rodowodu linie mateczne, a jeden haplotyp pochodzi od suki o nieznanym

pochodzeniu, ktora zostata wprowadzona do hodowli w 2013 roku i data dwa mioty.

Tabela 1 Lista suk zatozycielek wraz z rokiem urodzenia

czy jest w
IMIE rok _ rodIOWOdaCh Czy utworzyla
urodzenia wspolczesnych lini¢ mateczna
psow

ALMA <1980 tak nie
BALSA <1983 tak tak
BELLA 1971 tak tak
DIANA 2004 nie nie
DORA <1983 tak nie
GALA 1982 nie nie
HAPPY 1987 tak tak
JOKI 1993 nie nie
KELUSANKA 2005 tak nie
KORA Z ROPEK <1986 tak nie
KUNDZIA 1882 nie nie
LEDA <1984 tak nie
LORA 1982 nie nie
MELA 1997 tak tak
NORA 1982 nie nie
NORA 1994 nie nie
NUKA 1999 tak tak
NUTKA 1985 tak tak
SABA <1983 tak nie
SMIGA <1988 tak nie
SZURA <1978 tak nie
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Tabela 2 Lista psow zatozycieli wraz z rokiem urodzenia

rok czy widnieje we
IMIE urodzenia wspolczesnych
rodowodach

ATOM 1982 nie
ATOS 1983 nie
AMI 1979 tak
AWIR <1983 tak
AWIZ <1980 tak
BAS 1982 nie
BARTEK <1978 tak
BEMOL 2005 tak
DROPS <1983 nie
FILIP 1979 tak
GROT z TATR <1987 nie
HEBAN <1987 tak
MORUS <1988 tak
MURZYN <1990 tak
NERO 1999 tak
NERO 2006 nie
TROP 2006 tak
TROP Z RAJSKIEGO <1986 tak
ZAGRAJ <1971 tak
ZAGRAJ 2006 tak

Genotyp linii matecznej suki HAPPY NN nie zostal wyznaczony z powodu niewielkiej
liczy potomkow i prawdopodobnie linia ta nie bedzie kontynuowana. Dodatkowo
zbadano trzy suki o nieznanym pochodzeniu wpisane do Ksiegi Wstepnej, dwie z nich
zostaly uzyte w hodowli. Wyznaczono linie mateczne uzyskane na podstawie
potomstwa suk: BALSA NN, BELLA NN, MELA NN, NUTKA NN, NUKA NN oraz
linta LMI1 jednej suki NN, dwie pozostate powielaty istniejace w rasie genotypy,
pierwsza pochodzita z linii matecznej MELI NN, a druga z linii matecznej BELLI NN.
Najliczniej reprezentowang w badaniu byla linia NUTKI NN (n = 77). Druga pod
wzgledem liczebnos$ci byta linia MELI NN (n = 32). Linia BELLI NN ( n = 10, z czego

jeden osobnik to byta suka NN) jest w populacji reprezentowana przez niewielka liczbe
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osobnikow, ale ma perspektywy dalszego trwania. Linia BALSY NN (n = 5), jest to
linia, ktéra z duzym prawdopodobienstwem nie bedzie kontynuowana. Linia NUKI NN
(n = 5) jest stabilna, a ostatnia linia LM1 (n = 2), ma szanse by¢ utrzymana si¢ w
populacji. Linia BELLI NN od BALSY NN, BELLI NN od NUKI NN r6zni si¢ jednym
miejscem polimorficznym, NUKI NN od BALSY NN dwoma. Najmniej podobne
okazaty si¢ haplotypy linii BELLI NN i MELI NN, stwierdzono réznice w pigciu
miejscach polimorficznych. Linia MELI NN ma najwig¢ksze podobienstwo do linii LM1
suki NN, réznica jest w jednym miejscu polimorficznym (Dendrogram 1) (Garbacz,
2018). Zadaniem hodowli zachowawczej jest utrzymanie jak najwigkszego
zroznicowania w populacji. Istotg jest rowniez zachowanie haplotypow 0 niewielkiej
frekwencji, silniej narazonych na skutki dryfu genetycznego (Prusak, Gtazewska, 2014).
Niepokojacym zjawiskiem w ostatnich latach jest brak kontynuacji linii matecznych. Ze
wzgledu na niewielki udziat linie HAPPY NN oraz BALSY NN prawdopodobnie nie
beda kontynuowane. Biorac pod uwagg niewielka og6lng liczbe linii i dominacj¢
reprezentacji linit NUTKI NN oraz w nieco mniejszym stopniu MELI NN i NUKI NN
utrata linii matecznej jest zmniejszeniem réznorodno$ci genetycznej rasy. W
niewielkich populacjach zachowanie zmiennos$ci stanowi jeden z priorytetow. Liczba
zatozycieli gonczych polskich ro 24 osobniki, po potowie suki i reproduktory. Jest to
bardzo mata liczba zalozycieli, powodujaca wysokie spokrewnienie osobnikow w
populacji, a w konsekwencji zréznicowanie genetyczne niewielkie. Do sierpnia 2022
roku byla otwarta Ksigega Wstepna gonczego polskiego, do ktorej na podstawie oceny
eksterieru byly wpisywane osobniki o nieznanym pochodzeniu. Z badan trzech suk NN
wynika, ze tylko jedna z nich miata odmienny haplotyp mtDNA i wzbogacita pule linii
matecznych, pozostate dwie miaty haplotypy powszechnie istniejace w rasie, po MELI
NN i BELLI NN. Suki te powinny by¢ genetycznie zbadane, aby okresli¢ ich
pokrewienstwo z resztg populacji. Jako pozytyw nalezy traktowac fakt, ze zatozycielki
kontynuowanych linii matecznych miaty inne haplotypy. Niezwykle wazne jest
uzyskanie zgodnos$ci przynaleznosci do linii na podstawie badania mtDNA oraz analiz

rodowodowych
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Dendrogram 1 Dendrogram filogenetyczny linii matecznych  gonczego
polskiego(Garbacz, 2018)

Analiza zmiennosci na podstawie loci mikrosatelitarnych w obrebie rasy

Przeprowadzono badanie zmiennosci loci STR u gonczych polskich. Materialem do
analizy genetycznej byly cebulki wlosowe pobrane od 75 pséw rasy gonczy polski oraz
wymazy komorek nabtonka jamy ustnej pobrane na wymazowki celulozowe Intensive
sterile EUROTUBQ® Collection swab (Deltalab). Do analizy wybrano 15 markerow:
FH 2054, RNE 169 D 01, REN 105 L 03, AHTk 253, INU 055, AHTk 260, REN 54 P
11, REN 169 O 18, AHT 121, FH 2848, INRA 21, REN 162 C 04, INU 005, CXX 279,
INU 030. Markery podzielone zostaly na dwa panele (I - FH 2054, REN 169 D 01, REN
105 L 03, AHTk 253, INU 055, AHTh 260, REN 54 P 11, REN 169 O 18 i Il -
AHT121, FH 2848, INRA 21, REN 162 C 04, INU005, CXX279, INU 030)

Wszystkie 15 loci byly wysoce polimorficzne. W analizie poszczeg6lnych markerow
zidentyfikowano od 7 do 14 wariantow allelicznych. Srednia liczba alleli w locus dla
gonczych polskich wynosita 10, przy czym efektywna liczba alleli wynosita 4 (Tabela
3). Zakres dhugosci amplifikowanych fragmentéw dla poszczegdlnych loci réwniez

zostal przedstawiony w tabeli 3.
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Tabela 3 Zakres dlugosci uzyskanych amplikonéw [pz], zidentyfikowana liczba alleli
(Na), liczba alleli efektywnych (Ne) (Gtowacka, 2020)

GP
zakres

Locus [pz] Na Ne
AHT121 91-105 8 3,0
FH2848 227-241 10 3,6
INRA21 84-98 11 4,4
INU005 105-131 9 52
REN162C04 192-207 13 4,9
CXX279 117-130 6 1,7
INU030 143-154 11 3,4
FH2054 83-178 9 3,0
REN169D01 148-216 10 3,0
REN169018 144-214 9 4,1
AHTK253 158-291 11 6,1
AHTh260 284-237 14 9,0
INU055 208-242 8 3,0
REN2105L03 208-242 10 2,5
REN54P11 221-238 10 4.8
srednia - 9,9 41

Allele, ktorych frekwencja jest rowna badz wyzsza niz 10% mozna nazwaé allelami
prywatnymi (Szpiech i wsp., 2011). Liczba alleli prywatnych u gonczych polskich
wynosi 11, frekwencja 5 sposrod nich ma warto$¢ graniczng (10%), pozostate zostaly
stwierdzone z frekwencja wyzsza niz 10%. Allelem prywatnym o najwyzszej
frekwencji rownej 0,36 jest allel 202 z locus REN162C04. Wykaz alleli prywatnych
przedstawiono w tabeli 4(Tabela 4). Warto$¢ heterozygotycznosci obserwowanej,
uzyskanej u gonczych polskich réwna 0,67 byla nizsza niz warto$§¢ oczekiwana
wynoszgca 0,72. Inbred oszacowany na podstawie frekwencji alleli wyniost: 0,0624
(Glowacka, 2020). Zespot badawczy Goleman wykorzystat dane rodowodowe gonczych
polskich udostepnione przez Zwigzek Kynologiczny w Polsce. W sumie uzyskano dane

dotyczace 2783 osobnikow.
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Tabela 4 Allele prywatne dla rasy gonczy polski (Gtowacka 2020)

Locus Allele Frekwencja
REN162C04 202 0,36
REN169D01 210 0,24

INRA21 88 0,22
AHTk253 283 0,21
AHT121 97 0,17
INUOO05 109 0,14
AHTh260 251 0,11
REN54P11 233 0,10
REN169018 160 0,10
INUO30 143 0,10
INUO30 152 0,10

DNA uzyskano z wymazéw policzkowych pobranych od 177 psow badanej rasy.
Zastosowano panel 21 markeréw (Short Tandem Repeat - STR) AHTk211, CXX279,
REN169018, INUO055, REN54P11, INRA21, AHT137, REN169D01, AHTh260,
AHTK253, INUO0O5, INU030, FH2848, AHT121, FH2054, REN162C04, AHTh171,
REN247M23, REN105L03, AHTh130, and REN64E19. Efektywna wielkos$¢ populacji
zostala oszacowana na 28,51. Otrzymana na podstawie danych rodowodowych
roznorodnos$¢ genowa wyniosta 0,8802, srednie pokrewienstwo w populacji 0,1198, a
sredni inbred 0,1151. Badania markeréw STR wykazaly zawarto§¢ informacji
polimorficznej - PIC = 0,56, a oszacowane warto$ci oczekiwane]j heterozygotycznosci
byly na ogot zblizone do wartos$ci heterozygotycznosci obserwowanej 1 wynosity
srednio odpowiednio 0,6050 i 0,6142. Obliczona $rednia warto$¢ wspotczynnika
inbredu Fis wyniosta ujemng wartos¢ -0,012, co sugeruje niski poziom inbredu w
badanej rasie, jak rowniez unikanie w kojarzeniach zwierzat spokrewnionych.(Goleman

i wsp., 2019)
Genetyczne podloze padaczki u psow

Padaczka to zlozona choroba mozgu bedaca przejawem nieprawidlowej czynnosci
przodomoézgowia charakteryzujagca si¢ nawracajgcymi napadami  drgawek. Z

klinicznego punktu widzenia, padaczke stwierdza si¢ w przypadku wystgpienia co
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najmniej dwodch niesprowokowanych atakow w odstepie dtuzszym niz 24 godziny. Na
poziomie komodrkowym padaczka jest wynikiem braku réwnowagi miedzy
mechanizmami pobudzajgcymi i hamujgcymi, co prowadzi do napadowego pobudzenia
neuronow korowych (Ekenstedt i wsp., 2013).

Padaczka u psow jest czgstym zaburzeniem neurologicznym szacuje si¢, ze dotyka od
0,5% do 5,7% populacji (Podell i wsp., 1995; Kearsley-Fleet i wsp., 2013; Heske i wsp.,
2014). Psy w obrgbie izolowanej czesto nielicznej populacji sg na ogdét wysoko
spokrewnione a takze wystepuje efekt zatozyciela (Wilbe i wsp., 2010). Dlatego tez
wystepowanie padaczki moze by¢ znacznie czestsze u niektorych ras lub linii, na
przyktad u owczarkéw belgijskich czesto$¢ wystepowania oszacowano na 9,5%
(Berendt i wsp., 2008), a w jednej specyficznej linii nawet na 33% (Berendt i wsp.,
2009).

Padaczka jest choroba obejmujacg szeroki zakres zaburzen (Thomas 2010).
International League Against Epilepsy (ILAE) wprowadzito podziat padaczek o rdznej
etiologii wyrdzniajac trzy kategorie: (1) genetyczne, ktorych glownym objawem
klinicznym s3 napady drgawkowe bezposrednio wynikajace z defektu(-ow)
genetycznego(-ych), (2) strukturalne/metaboliczne, spowodowane przez czynnik taki
jak infekcja lub uraz 1 (3) o nieznanej etiologii, dla ktérych podstawowy mechanizm
wyzwalajacy jest nadal nieznany i moze by¢ genetyczny lub spowodowany przez inne,
jak dotad nierozpoznane zaburzenie (Berg i wsp., 2010).

Przewlekle, nawracajace  zespotly napadowe bez  wykrywalnych innych
nieprawidlowosci sg okreslane jako ,idiopatyczne”. Klasyfikacja ,,padaczka
genetyczna” lub ,,padaczka o nieznanym podtozu” moze obejmowaé padaczke
idiopatyczng (IE), natomiast ,,padaczka strukturalna” jest odrgbng grupa choréb.
Padaczki strukturalne/metaboliczne moga wynika¢ z istnienia szerokiego wachlarza
czynnikdw, w tym mig¢dzy innymi anomalii metabolicznych, nagromadzenia toksyn,
nowotworzenia, infekcji i urazow gtowy (Ekenstedt i wsp., 2012).

U psow stwierdza si¢ rézne typy padaczek, poza IE o podlozu genetycznym oraz o
podtozu nieznanym, definiuje si¢ rdOwniez progresywna padaczke miokloniczng (ang.
Progressive myoclonic epilepsies - PME) charakteryzujacg si¢ postepujacymi
zaburzeniami neurologicznymi. Ten typ padaczki nie jest technicznie definiowany jako
IE, poniewaz psy czgsto przejawiaja nietypowe zachowania migdzy napadami
padaczkowymi, a proces chorobowy jest zarowno postgpujacy, jak i degeneracyjny.

Ponadto u osobnikow dotknietych chorobg moga wystagpi¢ nieprawidtowe metabolity
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oraz zmiany histopatologiczne. Do tego typu chorob zaliczamy m.in. chorob¢ Lafora i
uogodlniong mtodziencza padaczke miokloniczng (ang. Generalized Juvenile Myoclonic
Epilepsy - GIME) (Ekenstedt i wsp., 2012). Dodatkowo wsréd PME mozna wyrdznié
Neuronal ceroid lipofuscinosis (NCL) bedaca grupg chorob neurologicznych. Sa to
dziedziczne, postepujace choroby neurodegeneracyjne. NCL charakteryzuja si¢
postepujacym uposledzeniem funkcji poznawczych i motorycznych, utrata wzroku,
drgawkami, zaburzeniami oddychania i potykania, a ostatecznie $miercig (Katz i wsp.,

2017).

Padaczka
idiopatyczna

przyczyny Mechaniczne
wewnagtrzczaszkowe uszkodzenie mdzgu

Padaczka nabyta

postepujgca choroba

maozgu
drgawki
rewnetrzne
Toksyny
rzvezvn choroby metaboliczne
przyczyny lub niewydolnos¢
zewngtrzczaszkowe

narzadow

Nadmiary / niedobory

Schemat 2 Metody diagnostyki padaczki idiopatycznej na podstawie wykluczenia
pozostatych mozliwych Zrédet drgawek

Spora trudno$¢ w dotychczas przeprowadzanych badaniach stanowito wlasciwe
zdiagnozowanie psoéw, ktorych materiatl genetyczny byt wykorzystywany do analiz.
Drgawki moga by¢ efektem roznych zaburzen nie zwigzanych z padaczka idiopatyczna,
a te nalezy wykluczy¢ (Schemat 2). W dotychczasowych badaniach najczestszym
sposobem przyporzadkowania osobnikdw do grupy chorych byl kwestionariusz oparty
W sporym uproszczeniu na wykluczeniu pozostatych mozliwych przyczyn drgawek.
Oproécz pytan dotyczacych historii napadow, waznym kryterium byly badania kliniczne,
ktore obejmowaly petne badanie neurologiczne, badania krwi, ptynu moézgowo-

rdzeniowego (CSF), rezonans magnetyczny (MRI) i elektroencefalografie (EEG) ale ze
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wzgledu na wysoka cen¢ oraz konieczny wyspecjalizowany sprzet do ich wykonania,
jedynie niektdre osobniki byly im poddane (Koskinen i wsp., 2015).

Wiele mutacji, z ktorych wiekszo$¢ zwigzana jest z genami kodujgcymi funkcjonowanie
kanatéw jonowych, neuroprzekazniki lub ich podjednostki regulatorowe, moze
powodowac U ludzi rzadkie, specyficzne typy padaczki. W niektorych przypadkach
podstawy pojawienia si¢ padaczki u pséw majg takie same podtoze jak u ludzi (Uriarte,
Maestro, 2016).

W 2012 roku przeprowadzono badania na psach obejmujgce analize 52 genow
kodujacych kanaly jonowe i neuroprzekazniki, o ktérych wiadomo, ze sg zaangazowane
w padaczke¢ u ludzi. W badaniach uwzgledniono cztery rasy psow: wyzta wegierskiego,
angielskiego springer spaniela, duzego szwajcarskiego psa pasterskiego i beagla, ale nie
stwierdzono zadnych znaczacych powigzan z padaczka idiopatyczng u tych ras
(Ekenstedt i wsp., 2012). Aktualnie prowadzone badania koncentrujg si¢ na
identyfikacji nowych loci 1 genéw specyficznych dla psow w obregbie catego genomu
psa (Potscha i wsp., 2013).

Klasyczne 1 nowe techniki sekwencjonowania genomu pozwalaja na identyfikacje
mutacji u réznych ras, u ktorych obserwowana jest padaczka o nieokreslonej etiologii.
Obiecujagcym odkryciem jest, miedzy innymi, stwierdzenie podioza genetycznego
padaczki idiopatycznej u setera angielskiego. Chorobg warunkowata mutacja w genie
CLN8 (p.L164P missense mutation) odpowiedzialnym za kodowanie btonowego biatka
siateczki $rodplazmatycznej taczacej zewnetrzng btong jadrowa z btong komorkowa
oraz btony organelli w komorce. Dziedziczenie okreslono jako autosomalne recesywne.
Wszystkie chore osobniki mialy genotyp C/C, nosiciele C/T, a osobniki zdrowe T/T (n
case = 4, n carrier = 4, n control = 3 (angielski seter)) (Katz i wsp., 2005).

U border collie zostala stwierdzona mutacja w genie CLNS5 (nonsense mutation
(Q206X) w exonie 4) kodujacym rozpuszczalne biatka lizosomalne, ktére katalizuja
rozpad wigkszo$ci substancji bezuzytecznych w komorce. Dziedziczenie okreslono jako
autosomalne recesywne. Sze$¢ z siedmiu chorych na padaczke osobnikéw miato
genotyp T/T, jeden mial genotyp C/C, za to osobniki zakwalifikowane jako zdrowe
miaty genotypy C/C oraz C/T (n case =7, n carrier = 16, ¢ control = 86) (Melville i
wsp., 2005).

U jamnika, jako przyczyna padaczki wskazana zostala mutacja w genie PPT1 (single
nucleotide insertion in exon 8 (PPT1 ¢.736 737insC), kodujacym jak CLNS

rozpuszczalne biatka lizosomalne, a dziedziczenie rowniez okreslono jako autosomalne
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recesywne. Mutacje 37insC wykryto u jednego psa chorego, a jego ojciec, matka i
spokrewniony wysoko osobnik byly nosicielami, przebadano réwniez 127
niespokrewnionych osobnikéw i zaden z nich nie posiadat tej mutacji (n case =1, n
carrier = 3, n control = 127) (Sanders i wsp., 2010). U jamnikow wykryto rowniez
mutacje w genie TPP1 (c.325delC). Badano dwa jamniki miniaturowe dtugowlose
bedacych pelnym rodzenstwem z jednego miotu. Obecno$¢ mutacji stwierdzono u
jednego osobnika chorego, heterozygotami byli zarowno ojciec jak i matka. W
kolejnym etapie zbadano genotyp 177 psow, w tym 77 nie spokrewnionych jamnikow i
wszystkie zwierzeta okazaty sie heterozygotami (n case = 1, n carrier = 2, n control =
100 (inne rasy) + 77 (jamniki)) (Awano i wsp., 2006a).

Awano i inni (2006a), przeprowadzili badania dotyczace podtoza NCL u buldoga
amerykanskiego. Stwierdzono, Zze mutacja ¢.597G > A w eksonie 5 genu CTSD,
odpowiedzialnym za produkcje enzymu katepsyny D, jest powigzana z wystapieniem
choroby u tej rasy. Zbadano 123 psy, z ktorych 8 miato objawy choroby. Wszystkie
osobniki chore miaty genotyp A/A, oraz bylo 66 homozygot G/G, 45 heterozygot G/A
oraz cztery homozygoty A/A. Cztery psy - homozygoty A/A bez objawow NCL, byty w
wieku ponizej czterech miesiecy, wigc choroba mogta si¢ u nich jeszcze nie ujawni¢ (n
case = 8, n control = 115) (Awano i wsp., 2006Db).

U owczarka australijskiego stwierdzono, ze mutacja w genie CLN6 (T to C wariant
(c.829T>C) exon 7), odpowiedzialnym réwniez za kodowanie biatka siateczki
srodplazmatycznej, podlegajaca dziedziczeniu autosomalnemu recesywnemu, wptywa
na wystgpienie padaczki idiopatycznej. Przebadano jednego chorego osobnika, ktory
mial genotyp C/C oraz 637 zdrowych owczarkéw australijskich, ktore miaty genotyp
T/T (n case = 1, n control = 637) (Katz i wsp., 2010).

Prowadzono réwniez badania u teriera tybetanskiego nad genetycznym podtozem NCL
(Neuronal Ceroid Lipofuscinosis), objawiajacym si¢ miedzy innymi drgawkami.
Odkryto, ze delecja w eksonie 16, ATP13A2:c.1,623delG  zwigksza
prawdopodobienstwo choroby. W badaniu wykorzystano material genetyczny pséw z
potwierdzong choroba, z podejrzeniem i objawami klinicznymi NCL oraz od osobnikow
z wykluczong choroba, powyzej dziesigtego roku zycia bez wystepujacych objawow
choroby oraz psoéw ponizej dziesigtego roku zycia bez objawow NCL. Wszystkie psy z
potwierdzong choroba byty homozygotami del/del. Wérod pséw z objawami wigkszos¢
byto homozygotami del/del, dwa byly heterozygotami del/wt, a trzy byty homozygotami
wt/wt. W grupie kontrolnej wszystkie psy z wykluczong chorobg byly homozygotami
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wt/wt, wszystkie psy powyzej dziesigtego roku zycia bez objawdéw choroby byty
heterozygotami del/wt lub homozygotami z dzikim allelem wt/wt. Wéréd osobnikow
ponizej dziesigtego roku zycia, u ktorych nie stwierdzono objawéw NCL byty
heterozygoty del/wt lub homozygoty wt/wt, a psy ktore miaty genotyp del/del byly w
wieku do pigciu lat, wigc prawdopodobnie symptomy choroby jeszcze si¢ u nich nie
ujawnity (Srednia wieku pierwszych objawow u terieréw tybetanskich to 6,4 roku) (n
case = 54, n control = 385), (Farias F. h. G., i wsp., 2011).

Zidentyfikowano mutacj¢ w genie LGI2 (Lgi2 ¢.1552A>T) odpowiedzialng za padaczke
idiopatyczng u psoéw rasy lagotto romagnolo. Jest to gen kodujacy biatka, odgrywa
wazng role w budowie synaps pomig¢dzy komorkami nerwowymi. Jest to jeden z typow
padaczki wystepujacych u tej rasy. Pierwsze ataki wystgpuja okoto 7 tygodnia zycia i
ustepuja okoto 4 miesigca. U dorostych pséw tej rasy wystepuje rowniez padaczka
idiopatyczna o nieznanym podtozu. Przeprowadzono analiz¢ GWAS, do analiz
wykorzystano mikromacierz Affymetrix's Canine SNP Array version 1 zawierajaca
26,578 markerow, a nastgpnie sekwencjonowano wybrane fragmenty DNA. U
wiekszosci osobnikow chorych stwierdzono mutacje T/T, u dwoch stwierdzono genotyp
A/T, natomiast w grupie kontrolnej 69 osobnikdéw posiadato genotyp A/A, 41 genotyp
A/T oraz 2 posiadaty genotyp T/T (n case = 28, n control = 112), (Seppala i wsp.,
2011).

GJME (Generalized Juvenile Myoclonic Epilepsy) wystepujaca u mtodych rodhesian
ridgebackow (RR) zostata zbadana przez Wielaender i in (2017). Przy pomocy analizy
GWAS sprawdzono genotyp 40 pséw, w tym 14 z objawami choroby. Do analiz
wykorzystano mikromacierz Illumina CanineHD BeadChip 173,662 SNP, a nastepnie
przeprowadzono sekwencjonowanie wybranego fragmentu DNA. Stwierdzono, ze
mutacja ¢.564 567delAGAC w genie DIRASL (Distinct Subgroup of the Ras Family,
Member 1), lezacym na chromosomie 20, regulujacym uwalnianie acetylocholiny i
odgrywajacym rol¢ w rozwoju neurologicznym, jest §ciSle powigzana z wystgpieniem
choroby u tej rasy. Wszystkie osobniki ze stwierdzong GJME posiadaty genotyp del/del,
a wsérod pozostalych osobnikow stwierdzono heterozygoty oraz homozygoty z typem
dzikim. Nastepnie zbadano 498 psow rasy RR oraz 965 psow innych ras pod katem
wystapienia odkrytej mutacji. Stwierdzono, ze genotyp del wystepuje jedynie u psow
rasy RR i okoto 15% przebadanych pséw jest jej nosicielami (n case = 12, n control =
26 + 498 (RR) + 965 (inne rasy)), ( Wielaender , i wsp. 2017).

U pudla toy wskazano gen potencjalniec powigzany z padaczka, ale wcigz nie okre$lono
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konkretnej mutacji odpowiedzialnej za wystapienie objawdw. Przy pomocy analizy
GWAS, do ktorej uzyto 10 pséw chorych 1 22 zdrowych gen ELFN2 uznano za
potencjalnie odpowiedzialny za padaczke idiopatyczng w tej rasie, natomiast dalsze
genotypowanie 33 osobnikow chorych oraz 38 zdrowych nie pozwolito ustali¢
konkretnej mutacji powigzanej z chorobg (n case = 10, n control = 22 + n case = 33, n
control = 38) (Togawa, 2019).

U psow rasy Petit Basset Griffon Vendeen stosunkowo czgsto, bo u 8,9% psow
wystepuje padaczka idiopatyczna (Gullov, 1 wsp., 2011), a u wiclu ras psow czestosc¢ tej
choroby wynosi okoto 1-2%. Zwigkszenie udziatu pséw chorych w danej rasie moze
sugerowa¢ podloze genetyczne (Schwartz-Porsche 1986, Gullov i wsp., 2011). W
grupie 53 psow przeprowadzono badanie asocjacyjne w celu wskazania genu
odpowiedzialnego za padaczke. Wskazano trzy geny potencjalnie powigzane z choroba,
NRNI1 lezacy w chromosomie 35, DOK5 lezacy w chromosomie 24 oraz FAM135b
lezacy w chromosomie 13. Analiza eksonéw tych gendéw nie wykazata sekwencji o
mozliwym zwigzku z padaczka idiopatyczng (n case =23 n control = 30) (Deschain i
wsp., 2021).

Caly czas prowadzone sa poszukiwania nowych mutacji oraz proby powigzania juz
odkrytych 1 potwierdzonych mutacji przyczyniajacych si¢ do wystgpienia padaczki
idiopatycznej u ras, u ktorych podtoze wciaz jest nieznane. Jednak powolny postep w
identyfikacji gendéw powigzanych z padaczka idiopatyczng u pséw sugeruje, ze
podobnie jak u ludzi, moze ona stanowi¢ ztozong chorobe genetyczng z interakcjg wielu

genow i czynnikow $rodowiskowych (Ekenstedt i wsp., 2012).

Wyniki w obrebie genu ADAM23 u psow

Oberbauer i wsp. (2010) przeprowadzili badaniec DNA psoéw ras owczarek belgijski
tervuren (BT) 1 owczarek belgijski (BS). Wykorzystano 410 markeréw
mikrosatelitarnych, roztozonych rownomiernie w obrebie genomu. Mimo iz poprzednie
badania oparte na analizach rodowodowych sugerowaty w tych rasach istnienie jednego
genu o kluczowym znaczeniu, w badaniach DNA wykazano, ze cecha ta jest
poligeniczna. Na czterech chromosomach CHA 2, CHA 6, CHA 12, CHA 37 wykazano
wstepnie powigzanie z chorobg (badania asocjacyjne — LOD score powyzej 1,0).
Mozliwe QTL w tych regionach byly poparte rowniez analizami multipoint linkage

czestosci alleli, TDT i analizg haplotypéw. Najsilniejszy two-point LOD score dla
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cechy binarnej zostat znaleziony na chromosomie CHA 12: 1.221 i 1.212 dla markerow
FH3591 and FH2054, oraz na chromosomie CHA 37: 1.382 i 1.159, dla markeréw
AHT133 i REN67C18. Dla tych dwoch regiondow potwierdzono powigzanie padaczki
idiopatycznej z genotypem. Analiza haplotypéw w blokach réwniez wykazata istotne
powigzania genéw na chromosomach CHA2, CHA 6, CHA 12 i CHA37 z
wystepowaniem padaczki (Oberbauer i wsp., 2010).

Seppala i wsp. (2012) prowadzili badania majace na celu zmapowanie genow epilepsji u
owczarka belgijskiego. Wykonano analiz¢ GWAS, na podstawie ktorej stwierdzono
istotne statystycznie powigzanie pomigdzy wystapieniem choroby a markerem na
chromosomie CHA37 SNP BICF2P890779 (18 123 961 bp). Wyniki potwierdzono
genotypujac 81 osobnikdw chorych i1 88 kontroli. Dodatkowo sprawdzono wplyw SNP
BICF2P890779 na wystapienie padaczki idiopatycznej u 303 osobnikow chorych i 316
bez objawow wsrod ras lagotto romagnolo, pinczer miniaturowy, kromfohrlander,
whippet, border terrier, schipperke, szpic finski i finski lapphund. Istotny statystycznie
zwigzek miedzy wskazanym SNP 1 wystgpieniem padaczki wykazano w rasach
kromfohrlander i whippet (p = 0,003 i p = 0,02). Prawie wszystkie szpice finskie i
schipperke byly homozygotami AA, a u pozostalych ras nie wykazano istotnego
wplywu (Seppala i wsp., 2012).

Badania nad genetycznym podtozem padaczki prowadzili rowniez Koskinen i wsp.
(2015). W pierwszym badaniu przy analizie GWAS oraz mapowaniu regionu CHA37
uwzgledniono psy ras groenendael, tervueren, schipperke, szpic finski oraz beagle.
Jedyny istotny statystycznie wynik uzyskano dla CHA37 SNP BICF2P1131874 w
genie ADAM23. W badaniu bez uwzgledniania wynikow owczarkow belgijskich inny
SNP w obrebie genu ADAM23 ( BICF2P1290526) miat najsilniejsze powigzanie z
padaczka. W sekwencjonowaniu wyselekcjonowanych na podstawie GWAS regionow
stwierdzono, ze wariant kodujacy (c.1159G > A, p.R387H) byl powigzany z choroba u
owczarkow belgijskich i1 beagle pochodzacych z Finlandii, a drugi wariant kodujacy
(c.1158C > T, p. R387C) byl powiazany z wystapieniem padaczki u schipperke i
finskiego szpica. W analizie haplotypow wykazano, ze w genie ADAM?23 na CFA37
allele T-C-del-del-G-G w 15085438, 15106446, 15108593, 15108802, 15111724 i
15113325 bp w ukladzie homozygotycznym s3 istotnie powigzane z wystgpieniem
padaczki. Sprawdzono réwniez wplyw 26 pojedynczych SNP (15085438
(BICF2523030950), 15106446 (BICF2P1021781), 15108593, 15108802, 15111724
(BICF2P1131874), 15113325, 18123961 (BICF2P890779), 15093174, 15113726,
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15113939, 15113940, 15114127, 15114156, 15114233, 15114321, 15114336,
15115295, 15115366, 15116559, 15118894, 15119387, 15121756, 15121845,
15123005, 15123950, 15124474) dla ras owczarek belgijski, schipperkes, szpic finski,
beagle, beagles (finnish hunting). Stwierdzono istotny wptyw na padaczke idiopatyczng
dla ras owczarek belgijski, schipperkes, szpic finski, i beagles (finnish hunting) w
13/26 SNP (15106446 (BICF2P1021781), 15108593, 15108802, 15111724
(BICF2P1131874), 15113325, 15121845, 15119387, 15114127, 15114156, 15114321,
15114336, 15115295, 15115366) oraz dla ras owczarek belgijski, szpic finski i beagles
(finnish hunting) w 1/26 SNP (15085438 (BICF2S23030950)). Dla owczarkow
belgijskich i beagle (finnish hunting) dodatkowo otrzymano istotne powigzania w 7/26
SNP (18123961 (BICF2P890779), 15113940, 15114233, 15121756, 15123005,
15123950, 15124474). W grupie pséw rasy beagle nie pochodzacych z finskich linii
polujacych zaden wyzej wymieniony SNP nie byt istotnie powigzany z wystgpieniem
padaczki idiopatycznej (Koskinen i wsp., 2015).

Koskeinen i wsp. (2017) do analizy z roku 2015 dodali kolejnych osiem ras:
kromfohrldndera, pinczera miniaturowego, finskiego laphunda, pirenejskiego psa
gorskiego, setera irlandzkiego, labrador retrivera, whippeta oraz owczarka
australijskjiego. Cztery pierwsze rasy poddano analizie GWAS. Wykonano réwniez
genotypowanie genu ADAM23 w obrebie wszystkich o$miu ras. W analizie GWAS nie
wykazano zadnego powiazania, ale w analizie haplotypu w genie ADAM23 na CFA37
allele T-C-del-del-G-G w 15085438, 15106446, 15108593, 15108802, 15111724 i
15113325 bp w uktadzie homozygotycznym wykazano istotny statystycznie zwigzek z
padaczka idiopatyczng u ras owczarek australijski, kromfohrlidnders, labrador retriever i
whippet, a podobny trend, ale nie istotny stwierdzono u ras: owczarek pirenejski,
pinczer miniaturowy 1 seter irlandzki. Finski laphund byl jedyng rasa w tej analizie, w
ktorej nie wykazano zadnego zwigzku haplotypu z padaczka. Wykazano istotne
statystycznie powigzanie dla wszystkich uzytych SNP w rasach owczarek australijski,
labrador retriver, owczrek pirenejski, whippet oraz kromfohrldnders (bez istotnosci w
15085438 (BICF2523030950), (Koskinen i wsp., 2017).

Belagner i wsp. (2020) przeprowadzili badania podloza genetycznego padaczki
idiopatycznej u owczarkow belgijskich ras: tervuren oraz groendael. Wykorzystano
mikromacierze Illumina CanineHD BeadChip zawierajacej 173,662 SNP. Potwierdzono
poligeniczny charakter dziedziczenia padaczki. Najwigksze ryzyko choroby bliskie 90%
zaobserwowano u pséw bedacych heterozygotami w bloku CTCG:ACTG dla CFA 14
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(BICF2S23230472/BICF2P437468/BICF2523211419/BICF2523539344) oraz
homozygotami w bloku GG:GG dla CFA 37
(BICF2P271491/TIGRP2P419463 rs8724220). Juz brak allelu G w BICF2P271491 lub
TIGRP2P419463 rs8724220 zmniejszalo ryzyko wystgpienia choroby, a genotyp
GG/GG dawat prawie szesciokrotnie wigksze ryzyko wystapienia padaczki (Belagner i
wsp., 2020).

Funkcje genow DOKS5, PCDH9, ARFGEF2, ADAM23

Gen DOK 5

Biatko kodowane przez ten gen nalezy do rodziny biatek btonowych DOK, ktore sa
proteinami adaptacyjnymi zaangazowanymi w transdukcje sygnatu. Kazda komorka
musi mie¢ zdolno$¢ odbierania i odpowiedzi na sygnaty naplywajace ze $rodowiska
zewngetrznego. Zachowanie sie¢ komorek regulowane jest przez zewnatrzkomoérkowe
ligandy, ktore taczac si¢ z receptorami aktywuja kaskade wewnatrzkomoérkowej
transdukcji sygnatu. Poszczegdlne drogi sygnalowe kontrolujg istotne dla komorek
procesy 1 tym samym odpowiedzialne sg za biologiczna odpowiedz komorki na bodziec
zewnetrzny (Bryk 1 wsp., 2014). Kodowane biatko oddziatuje z fosforylowanymi
receptorowymi kinazami tyrozynowymi w celu posredniczenia we wzro$cie neurytow i
aktywacji szlaku kinazy MAP (mitogen-activated protein). Receptorowa kinaza
tyrozynowa c-Ret i jego ligand GDNF (glial-derived neurotrophic factor) odgrywaja
istotng role w embriogenezie. Ablacja genéw GDNF lub c-Ret sprawia, ze rozwoj
komorek grzebienia nerwowego i ich pochodnych jest zaburzony, w konsekwencji
czego nie powstajg fragmenty jelitowego uktadu nerwowego, a liczba neuronow kilku
zwojoOw obwodowych jest zmniejszona (Schuchardt 1 wsp., 1994; Moore 1 wsp., 1996;
Pichel i wsp., 1996; Sanchez i wsp., 1996). Podobnie, inaktywujace mutacje c-Ret u
ludzi moga powodowaé¢ chorobg Hirschsprunga, ktora charakteryzuje si¢ hipoplazja
jelitowego uktadu nerwowego (Edery i wsp., 1994; Romeo i wsp., 1994). Biatka dok-4 i
dok-5 mogg bezposrednio wigzaé si¢ z Y1062 (resztg tyrozynowa) receptora c-Ret.
Dok-4 i dok-5 stanowiag podgrupe cztonkow rodziny dok, ktora ma wspdlng ekspresje z
c-Ret w réznych tkankach neuronalnych. Aktywowany c-Ret promuje wzrost neurytow

w komorkach PC12 guza chromochtonnego, dla tej aktywnosci Y1062 w c-Ret jest
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niezb¢dny. Biatka fuzyjne c-Ret/dok, w ktorych Y1062 z c-Ret jest usunigty i
zastgpiony sekwencjami dok-4 lub dok-5, indukuja zalezny od liganda wzrost aksonow
w komorkach PC12. Ponadto dok-4 i dok-5 zwigkszaja zalezng od c-Ret aktywacje
kinazy biatkowej aktywowanej mitogenem (Grimm 1 wsp., 2008).

Kinazy aktywowane mitogenami sa zakonserwowang rodzing enzymow, ktore
propaguja sygnatl zewnetrzny poprzez kaskade fosforylacji w celu generowania
skoordynowanej odpowiedzi komorki na srodowisko (Raman M. i wsp., 2007). Sa to
kinazy biatkowe o aktywno$ci serynowo-treoninowej, ktore regulujg wiele
wewnatrzkomorkowych proceséw, wiaczajac w to transkrypcje gendw, biosynteze
biatek, podzialy komoérkowe, réznicowanie i przezycie lub apoptoze komorki.
Aktywowany c-Ret rekrutuje biatka sygnatowe takie jak Grb7/Grb10, PLCy,
She/Enigma 1 Grb2, ktore wigza si¢ z fosforylowanymi resztami tyrozyny w jego
COOH-koncowej sekwencji (Asai i wsp., 1996; Borrello 1 wsp., 1996; Durick i wsp.,
1996; Arighi i wsp., 1997; Lorenzo i wsp., 1997; Alberti i wsp., 1998, Bryk i wsp.,
2014).

Gen PCDH9

Niezgrupowane d-protokadheryny sg homofilnymi czgsteczkami adhezyjnymi komorek,
niezbednymi dla rozwoju uktadu nerwowego kregowcéw. Funkcja uktadu nerwowego
jest silnie zalezna od architektury neuronalnej, w tym wzorcéw polaczen neuronalnych.
Rozpoznawanie komorek przez receptory powierzchniowe jest bardzo wazne przy
prawidtlowym budowaniu obwodow neuronalnych podczas rozwoju (Kiecker 1
Lumsden, 2005; Steinberg, 2007; Zipursky i Sanes, 2010). W szczegolnosci,
niezgrupowane O-protocadheriny zostaly powiazane z zaburzeniami ze spektrum
autyzmu, niepelnosprawnos$cig intelektualng, wrodzong mikrocefalia 1 padaczka
(Cooper i wsp., 2016). Gen PCDH9 jest wigzany w literaturze z autyzmem oraz guzami
mozgu ale nie ma bezposredniego dowodu na wplyw na wystapienie epilepsji (Izycka i
wsp., 2019). Inny gen z tej rodziny Protokadheryna-19 (PCDH19) jest cztonkiem
podrodziny 82-protokadheryn o strukturze niezgrupowanej (Wolverton i Lalande, 2001;
Vanhalst i wsp., 2005; Gaitan i Bouchard, 2006; Emond i wsp., 2009; Liu i wsp., 2010),
ktora znajduje si¢ na chromosomie X. Mutacje w PCDHI19 powoduja sprzezong z
chromosomem X, ograniczong do kobiet posta¢ padaczki u niemowlat, ktdra wiaze si¢ z

niepetnosprawnoscig intelektualng, a takze z zachowaniami kompulsywnymi lub
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agresywnymi i cechami autystycznymi (Dibbens i wsp., 2008; Scheffer i wsp., 2008;
Depienne i LeGuern, 2012; van Harssel i wsp., 2013; Leonardi i wsp., 2014; Thiffault i
wsp., 2016; Terracciano i wsp., 2016; Walters i wsp., 2014). Do tej pory
zidentyfikowano znacznie ponad 100 odrgbnych mutacji w PCDH19 u pacjentow z
padaczka, co czyni go waznym genem o znaczeniu klinicznym w padaczce u ludzi.
Okoto potowa z tych mutacji to mutacje typu missense rozmieszczone w catej domenie

zewnatrzkomoérkowej biatka PCDH19 (Cooper i wsp., 2016).

Gen ARFGEF2

Biatka wigzace GTP czynnika rybosylacji ADP (Arf) sa glownymi regulatorami
transportu pgcherzykow, a czynniki wymiany nukleotydéw guaninowych Arf (GEF)
regulujag cykl biatek Arf miedzy nieaktywnymi formami zwigzanymi z difosforanem
guaniny GDP i aktywnymi formami zwigzanymi z trifosforanem guaniny GTP. Istnieja
rozne GEF, ktére oddziatuja z ARF (ARFGEF), ale wszystkie maja wspdlng domeng
Sec7, uwazang za niezbedng do aktywnos$ci wymiany nukleotydow guaninowych
(Togawa i wsp., 1999; Pacheco-Rodriguez i wsp., 2002). ARFGEF2 jest jednym z
trzech GEF o duzej masie czasteczkowe] w mozgu 1 specyficznym dla aparatu Golgiego
czynnikiem wymiany nukleotydéw guaninowych 1 [GBF1] opornosci na brefeldyne A.
ARFGEF2 koduje bialko GEF2 hamowane przez brefeldyne (BIG2) (Chavrier 1 Goud,
1999; Cox 1 wsp., 2004). BIG2 reguluje przemieszczanie si¢ pecherzykow niektorych
kluczowych biatek, prawdopodobnie czasteczek adhezyjnych, takich jak B-katenina i E-
kadheryna (Sheen 1 wsp., 2004), a hamowanie BIG2 powoduje réwniez cofanie si¢
aksonalnych i dendrytycznych stozkéw wzrostu in vitro (Jareb i Banker, 1997; Ruthel i
Banker, 1999). Uposledzenie wydhuzania neurytow lub adhezji migdzykomodrkowe;j
moze potencjalnie powodowac¢ cofanie si¢ wiodgcego procesu migrujacych neurondow

lub ostabienie wysciotki neuroependymalnej (Lu 1 wsp., 2005).

Gen ADAM?23

Adamalizyny (ADAM) s3 glikoproteinami 1 tworza zrdéznicowang pod wzgledem
budowy chemicznej grupg¢ biatek transblonowych. Maja wspolng budowe strukturalng i
pelnia dwie jasno okreslone role biologiczne: proteolize i adhezj¢ komorkowa. Pod

wzgledem strukturalnym sa podobne do metaloproteinaz stwierdzanych w jadach wezy
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(Duffy i wsp., 2009). Adamalizyny w komorkach powstaja pierwotnie w postaci
nieaktywnej, postacie aktywne sg syntetyzowane z prekursorow z udzialem enzymu
metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomoérkowej-7 (MMP-7) (Mochizuki S. i wsp.,
2004, Mochizuki i Okada 2007, Mochizuki i Okada 2009 , Mitsui Y. i in, 2007). Biatka
rodziny ADAM spetniaja w organizmie liczne funkcje, pelniag role w procesach
oddziatywania miedzykomorkowego, w mechanizmach migracji, adhezji =za
posrednictwem domeny dezintegryny, fuzji i przekazywania sygnatéw (Kuroda H., i in,
2010, Mitsuri Y., 1 wsp., 2006). Ich aktywno$¢ proteolityczna ma zastosowanie przy
degradacji macierzy migdzykomoérkowej, a takze podczas proteolizy kompleksow
biatkowych, przez co biatka te reguluja biodostepnos¢ réznych czynnikow
wzrostowych. Kazda z tych funkcji moze mie¢ udzial w promocji kancerogenezy, w
wielu nowotworach potwierdzono zwigkszong ekspresj¢ biatek ADAM w tkankach
guza. Rola biatek z rodziny ADAM jako promotoréw wzrostu i réznicowania komorek
ujawnia si¢ przede wszystkim w procesach embriogenezy. Na podstawie badan nad
rozwojem tkanek na wczesnych etapach zycia i formowania narzadoéw potwierdzono, ze
biatka z tej grupy reguluja liczne etapy neurogenezy i spermatogenezy. Dziatanie to nie
wygasa w zyciu dorostym, a ze wzgledu na obecno$¢ dodatkowych czynnikow
modyfikujacych, moze mie¢ znaczenie w procesach patologicznych (Liang 1 wsp.,

2013).
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Cel pracy

Celem pracy byla identyfikacja genéw potencjalnie skorelowanych z wystapieniem
epilepsji idiopatycznej u gonczego polskiego lub genow o kluczowym znaczeniu dla
wystapienia choroby.

Celem byto réwniez zawezenie listy wytonionych genéw, przy pomocy uczenia

maszynowego, do najbardziej prawdopodobnych
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Materiat

Grupa badawcza i Kklasyfikacja osobnikow

Grupe badawcza stanowilo 48 osobnikéw w wieku 3 do 12 lat. Do grupy zwierzat
chorych zakwalifikowano 12 osobnikéw, do grupy zdrowych 36 osobnikow.
Stwierdzenie, ze pies jest chory bazowato na wywiadzie z opiekunem/hodowca zgodnie
z zaprojektowanym formularzem, dzicki czemu wykluczono inne potencjalne zrédta
drgawek. Formularz obejmowal migdzy innymi pytania dotyczace przebytych lub
przewlektych chordb, przyjmowanych lekow, przebytych urazéw oraz wykonanych
badan diagnostycznych (zatacznik 1). Do grupy zwierzat zdrowych kwalifikowano psy,
ktore nie miaty objawow klinicznych padaczki, miaty co najmniej dwa mioty z réznymi
partnerami i w zadnym miocie nie stwierdzono osobnikdéw chorych.

Material do badan (krew obwodowa) pochodzil od psow, ktérych wiasciciele
dobrowolnie wzi¢li udziat w projekcie. Materiat byt pobierany przez lekarza weterynarii

w trakcie rutynowe] wizyty psa w gabinecie 1 wysytany do Laboratorium Genetyki

Molekularnej Katedry Genetyki i Ochrony Zwierzat SGGW.

Tabela 5 Charakterystyka grupy badawczej, psow gonczych polskich ze stwierdzong

padaczka idiopatyczng

0| T | iommeayel dperes | MRI | pleé | Iekoodpomosé | napady
chl 4 1 tak | F nie Generalized
ch2 4 15 tak | M nie Generalized
ch3 4 2 nie | M nie Generalized
ch4 12 2 tak F nie Generalized
ch5 | 10 15 tak | M nie Generalized
ché | 11 15 nie | M nie Generalized
ch7 | 12 2 tak | M nie Generalized
ch8 8 2 tak | M nie Generalized
ch9 | 10 7 tak | F nie Generalized
chl0 | 3 2 nie | M nie Generalized
chll | 4 2 nie | F tak Generalized
chl2 | 7 15 tak | F nie Generalized

Id — numer id badanego zwierzgcia, MRI — czy wykonano badanie MRI (magnetic resonance imaging),

pte¢ — F — samica, M — samiec,
napady — rodzaj zaobserwowanych napadow padaczkowych, 1 - lata
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Sredni wiek psow w grupie chorych wyniést 7,4 lata, wiek, w ktorym wystapit pierwszy
atak wahat si¢ miedzy 1 - 2 lata u jedenastu osobnikow, u jednej suki to byto 7 lat. U
jednego osobnika wdrozone leczenie nie przyniosto efektu w postaci wygaszenia

napadow (Tabela 5).

Metody

Metody analizy rodowodowej

Do obliczenia $redniego wspotczynnika inbredu oraz przecigtnego spokrewnienia w
populacji wykorzystano pakiety ggroups i kinship2 programu R (version 4.0.3, R

Foundation for Statistics Computing, https://cran.r-project.org).

Metody analizy genetycznej

Izolacje DNA wykonano przy uzyciu zestawu NucleoSpin"DX.Blood. Stezenie i
czystos¢ produktéow badano przy pomocy spektrofotometru NanoDrop (Tabela 1 -
Aneks), a nastepnie zgenotypowano przy uzyciu mikromacierzy Illumina CanineHD
BeadChip (San Diego, CA) zawierajacej sondy do 173 662 (SNP).

Technologia mikromacierzy wykorzystuje mikroperetki krzemionkowe umieszczone w
starannie wytrawionych mikrostudzienkach na plastikowych ptytkach. Sa one pokryte
wieloma kopiami sondy oligonukleotydowej kompatybilnej z okreslonym miejscem w
genomie. Kazda sonda wigze si¢ z komplementarng sekwencja jednoniciowego DNA,
zatrzymujac hybrydyzacje jedng zasade przed interesujagcym nas locus. Specyficzno$é
alleli jest zapewniona poprzez przedluzenie sondy o jedng zasade komplementarng do
sekwencji przylaczonego fragmentu DNA, ktora zawiera jeden z czterech znakowanych
nukleotydow. W trakcie skanowania, etykieta nukleotydu emituje sygnat
fluorescencyjny. Intensywno$¢ tego sygnatlu dostarcza informacji o uktadzie alleli w
danym locus (Illumina). Genotypowanie wykonano w Laboratorium Genetyki Bydta
PFHBIPM w Parzniewie.
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Metody analizy statystycznej
Analiza asocjacyjna GWAS

Wszystkie analizy statystyczne oraz wykresy zostaly wykonane przy uzyciu programu
R (version 4.0.3, R Foundation for Statistics Computing, https://cran.r-project.org). Do
filtrowania danych wykorzystano program PLINK v1.07 (Purcell i wsp., 2007). W
ramach wstepnej analizy usuni¢to SNP o wspolczynnikach call frequency nizszym niz
85%, minor allel frequency nizsze niz 5% oraz SNP odbiegajace od roéwnowagi
Hardy'ego-Weinberga wérod kontroli (p < 0,0001). Ostatecznie do analizy pozostato
115206 SNP. Analize GWAS przeprowadzono przy uzyciu pakietu - StatgenGWAS, a
nastgpnie zobrazowano przy pomocy Manhatan plot przy uzyciu pakietu gqqman.
Wykres Q — Q utworzono rowniez z uzyciem pakietu qqman. Linkage disequilibrium

D’ oraz r* obliczono przy pomocy pakietu pegas.

Analiza pojedynczych polimorfizmow

Programowanie genetyczne jest narz¢dziem uczenia maszynowego stuzacym do wyboru
zmiennych i cech w analizie danych pochodzacych z mikromacierzy (Moore J., 2003).
Wieloczynnikowa redukcja wymiarow (MDR - Multifactor dimensionality reduction)
zostala wykorzystana do wykrycia wptywu wspolnego efektu kombinacji wielu SNP
lezacych na réznych chromosomach, na wystgpienie choroby (Gui J. i wsp., 2010).
Wynikiem jest zbiér modeli, po dziesie¢ dla kazdej rozwazanej wielkosci (ilosci
uzytych SNP). Z tego zestawu wybierany jest model z kombinacjg loci 1 czynnikow
srodowiskowych (podziat na osobniki chore i1 kontrolg¢), ktory maksymalizuje spdjnos¢
kroswalidacji i minimalizuje btad predykcji. Ocena spdjnosci 10-krotnej kroswalidacji
jest okresleniem ile razy ten sam model MDR jest identyfikowany w kazdym z
mozliwych 9/10 badanych. Proces polega na tym, ze prawdziwy sygnat (tj. asocjacja) w
uczeniu maszynowym powinien by¢ obecny w danych, niezaleznie od sposobu ich
podziatu. Gdy spdjnos¢ walidacji krzyzowej jest maksymalna dla jednego modelu, a
btad predykeji jest minimalny dla innego modelu, do wyboru najlepszego modelu jest
uzywane kryterium parsymonii (Motsinger i Ritchie, 2005, Gui i wsp., 2013, Gui i wsp.
2010, Ritchie i wsp., 2001).

Doktadnos¢ réwnowagi (balance accuracy) zostata uzyta jako miara oceny, do
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uszeregowania potencjalnych modeli, a sprawdzenie krzyzowe (cross-validation)
wykorzystano do wyboru najlepszych modeli (Moore J., 2003). Obliczenia wykonano
przy uzyciu programu MDR 3.0.2 (http://sourceforge.net/projects/mdr/). Do
sprawdzenia istotno$ci modelu wykorzystano test chi-kwadrat.

Analize pojedynczego locus przeprowadzono uwzgledniajac cztery modele genetyczne
(kodominujacy, dominujacy, recesywny i naddominujacy). Modele zostaty
skonstruowane w odniesieniu do allelu rzadkiego. Wplyw czgsto$ci genotypoéw oraz
pojedynczych alleli analizowano za pomocg doktadnego testu Fishera. Wspdtczynnik
szans (OR) zostal wykorzystany jako miara zwigzku mie¢dzy padaczka, a genotypem
oraz w celu okreslenia, czy dany genotyp moze by¢ traktowany jako czynnik ryzyka.
Kryterium informacyjne Akaike (AIC) zostato uzyte do oceny dopasowania modelu do
danych. Przy analizie haplotypéw uwzgledniono trzy roézne modele dziedziczenia
(addytywny, dominujacy 1 recesywny), wykorzystano metod¢ najwigkszej
wiarygodno$ci dla czgstosci wystgpowania haplotypow 1 prawdopodobienstwa a
posteriori, przy uzyciu algorytmu maksymalizacji oczekiwan (EM). Przeprowadzono
réwniez analiz¢ interakcji miedzygenowych SNP x SNP, przy uzyciu testu ilorazu
wiarygodnos$ci, dla genéw lezacych na jednym chromosomie, rozpatrzono te same
modele genetyczne jak dla analizy pojedynczego locus. Wymienione analizy
statystyczne przeprowadzono przy uzyciu programu R (version 1.9-2, R Foundation for
Statistics Computing, https://cran.r-project.org). Wszystkie analizy statystyczne uznano

za istotne gdy poziom istotnos$ci (p — value) < 0,05.

Analiza w obrebie genu ADAM?23

Poniewaz wyniki w obrebie genu ADAM 23 zostaty opublikowane przez rdzne zespotly
badawcze dla do réznych ras, a zestaw SNP byl powtarzalny i obejmowal rowniez
miejsca polimorficzne, mozliwe bylo poroéwnanie wynikow opublikowanych i
uzyskanych dla gonczego polskiego. Do oceny wptywu poszczegdlnych SNP oraz
bloku na wystgpienie padaczki idiopatycznej u wielu ras jednocze$nie wybrano
metaanalize zobrazowang przy pomocy Wykresu le$nego. Metaanaliza jest narzedziem
statystycznym do szacowania podstawowych efektow populacyjnych na podstawie
zbioru badan empirycznych dotyczacych tego samego problemu (Field & Gillett 2010).
Przy jej pomocy syntetyzowane sa wyniki pochodzace z niezaleznych badan orz

mozliwa jest ocena wplywu analizowanego czynnika w populacji, szczegdlnie, gdy
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proby w pojedynczych eksperymentach byty nieduze. Dzigki metaanalizie mozna
podsumowac i integrowa¢ dotychczasowe wyniki badan oraz sugerowaé kierunki
przysztych eksperymentéw (Chan Arvey 2012).

Wszystkie analizy statystyczne zostaly wykonane przy uzyciu programu R (version
4.0.3, R Foundation for Statistics Computing, https://cran.r-project.org). Do obliczenia
og6lnych odds ratio dla kazdego SNP oraz bloku z uwzglednieniem wielu ras oraz
artykulow w jednej analizie uzyto metody Mantela-Haenszela. Do zbadania
heterogenno$ci grup, wymaganej aby przeprowadzi¢ metaanaliz¢ wykorzystano
parametr I-kwardat opisujacy procent obserwowanej wariancji wynikajacy z réznicy w
wielkos$ci badanych efektow oraz test Chi-kwadrat. Obliczenia wykonano przy pomocy
funkcji z pakietu meta (R version 4.0.3, R Foundation for Statistics Computing,
https://cran.r-project.org). Analize wrazliwosci, wykrywajaca wyniki odmienne
wplywajace na brak homogenicznosci grup przeprowadzono przy pomocy wykresu
Baujat, przedstawiajagcego udzial kazdego badania w ogolnej statystyce
niejednorodnosci na osi poziomej w poroéwnaniu do wptywu kazdego badania
(zdefiniowanego jako standaryzowana roznica kwadratéw migdzy ogdélnymi
oszacowaniami opartymi na modelu z efektem statym z i bez i-tego badania zawartego
w modelu) na osi pionowej, oraz przy pomocy wykresu lejkowego okre$lajacego relacje
miedzy bledem standardowym oszacowan, a wielko$cig efektu uzyskanego przy
pomocy funkcji funnel.plot (R version 4.0.3, R Foundation for Statistics Computing,
https://cran.r-project.org). Badania odmienne od pozostatych usuwano, aby mozna byto
kontynuowa¢ metaanaliz¢ rozpatrujagc model z efektem statym. Wykresy lesne
wykonano przy pomocy funkcji forest.plot z pakietu meta (R version 4.0.3, R
Foundation for Statistics Computing, https://cran.r-project.org). Kazdy SNP oraz blok
byty analizowane osobno.

Metaanalize wykonano w celu sprawdzenie czy istniejg ogdlne, uniwersalne dla wielu
ras zaleznosci migdzy genotypem genu ADAM?23, a wystgpieniem choroby. Ze wzgledu
na homogenicznos¢ statystyczna grup wybrano model z efektem stalym, a jako miarg
rozpatrywanego efektu wybrano Odds Ratio (OR). Liczbe obserwacji w grupie case —
psy chore oraz control — psy zdrowe, pomnozono przez dwa aby uwzglednié, ze na
chromosomie autosomalny osobnik ma dwa allele w danym SNP.

Efektem metaanalizy byt ogdlny wplyw pojedynczych SNP oraz bloku na wystapienie

padaczki idiopatycznej w grupie ras tacznie.
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WyniKi

Badania rodowodowe

Wedlug Rodowodowej Bazy Goncezego Polskiego zarejestrowanych jest ogétem 10906
psow (5644 samcow oraz 5258 suk) z czego zyjacych 8146 (4140 samcow oraz 4006
suk) (Baza Rodowodowa)(Wykres 1). Najczesciej uzyty w hodowli reproduktor byt
ojcem 25 miotdéw, tacznie 197 szczeniat, najczes$ciej uzywana suka hodowlana miata 7
miotéw, tacznie 71 szczenigt. Wsrod wszystkich zarejestrowanych psow 1111 posiada
uprawnienia hodowlane (493 samce oraz 618 suk) (Baza Rodowodowa). Wsrod siedmiu
z 10 najczesciej pojawiajacych si¢ w hodowli reproduktorow, majacych tacznie 1400
szczeniat, stwierdzono potomstwo potencjalnie obcigzone padaczky idiopatyczng, oraz
wsérod czterech z 10 suk o najliczniejszym potomstwie, majacych tacznie 534

szczenigta. (Baza Rodowodowa) (Tabela 6, Tabela 7).

Wykres 1 Liczba zyjacych osobnikéw zarejestrowanych w bazie rodowodowej z
podziatem na pte¢, psy hodowlane oraz zarejestrowane w Zwigzku Kynologicznym w
Polsce

® pzy posiadajgce uprawnienia
hodowlane ZKWP

1514 psy nie posiadajgce uprawnien
1647 \ hodowlanych ZKWP

psy nie zarejestrowane w ZKWP

4006
sy ka 1}?50 | suki nie zarejestrowane w ZKWP
suki nie posiadajgce uprawnien
hodowlanych ZEWP
1755 2151 zuki posiadajace uprawnienia

hodowlane ZKWP
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Tabela 6 Liczba potomstwa oraz wystepowanie padaczki idiopatycznej wérod 10
reproduktoroéw rasy gonczy polski majacych najliczniejsze potomstwo

liczba potomstawa | padaczka

I 186 nosiciel

Il 174 nosiciel

[ 161 brak danych
v 160 nosiciel

\ 135 nosiciel
\ 123 nosiciel
Wl 117 brak danych
Vil 108 | chory |
IX 101 brak danych
X 101 nosiciel

Wsrod psow zyjacych, znajdujacych sie¢ w bazie, maksymalna liczba pokolen w
rodowodzie wynosi 16, a kompletnych (czyli ze znajomos$cig obustronnie rodowodu)
jedynie 6. Srednio psy maja informacje o 12 pokoleniach przodkéow, natomiast petng o 4

pokoleniach (Wykres 2).

Tabela 7 Liczba potomstwa oraz wystepowanie padaczki idiopatycznej wérod 10 suk
hodowlanych rasy gonczy polski majacych najliczniejsze potomstwo

liczba
potomstawa padaczka

I 71 nosiciel

Il 63 cérka nosiciela
I 54 corka nosiciela
v 53 corka 2 nosicieli
\ 52 nosiciel

\ 51 corka 2 nosicieli
Vi 50 brak danych
Vil 47 nosiciel

IX 47 brak danych
X 46 nosiciel
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wicksze wartosci, a potem ustabilizowata i od 2004 roku nie przekracza 0,1 (Wykres 3).

Wsrod osobnikow aktualnie zyjacych $rednia wspotczynnika inbredu wynosi 0,140,033

a przecigtne spokrewnienie w populacji 0,21+0,024. Do tego podsumowania

wykorzystane zostaty jedynie osobniki ktore majg kompletng informacjg¢ o trzech lub
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Wyniki GWAS

Po przeprowadzeniu analizy GWAS wyloniono 6 istotnych SNP - BICF2P1268671
(chr.24 pos.34869455), BICF2G630322683 (chr.22 pos.20042412), BICF2G630322671
(chr.22, pos.20008605), BICF2G630318787 (chr.22 pos.12804034), BICF2S52327136
(chr.22 pos.14371069), BICF2G630322764 (chr.22 pos.20102489) (Tabela 8, Wykres
4). Na wykresie Q-Q mozna zauwazy¢ rozbiezno$¢ migdzy zaktadanymi, a
obserwowanymi warto§ciami odwrotnego logarytmu dziesi¢tnego prawdopodobienstwa.
Biorac pod uwage nieduzg liczebnos$¢ proby, spokrewnienie wewnatrz rasy oraz fakt, ze
warto$ci te oscylujg blisko zaktadanych, nie stwierdzono bazujac na  p-value

potencjalnie falszywie pozytywnych asocjacji (Wykres 5).

Tabela 8 Lista istotnych statystycznie SNP na podstawie wynikow analizy GWAS

SNP chromosom | pozycja | MAF | p-value
BICF2P1268671 24 34869455| 0.33 |4.41E-10
BICF2G630322683 22 20042412 0.29 |2.00E-22
BICF2G630322671 22 20008605| 0.27 |6.87E-21
BICF2G630318787 22 12804034| 0.26 |7.59E-07
BICF2S52327136 22 14371069| 0.14 |7.59E-07
BICF2G630322764 22 20102489| 0.20 |[8.82E-21

SNP — Single Nucleoid Polymorphism, MAF —Minor allele frequency
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Wykres 4 Wskazane SNP dla markerow powigzanych z padaczka idiopatyczng u

gonczego polskiego

Observed - logy(p)

Expected —log (o)

Wykres 5 Pordéwnanie uporzadkowanych danych empirycznych z kwantylami
teoretycznego rozktadu —loglO(p) dla analizy GWAS markerow powigzanych z
padaczka idiopatyczng u gonczego polskiego
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Na podstawie odlegtosci oraz obliczonych wartosci korelacji migdzy regionami oraz
wybranymi genami w poblizu wylonionych SNP (linkage disequilibrium D’>0.9 oraz
r*>0.9 ), wybrano trzy geny kandydujace:

DOK5 (chr 24: 40,842,594-40,995,459) - Docking Protein 5, PCDH9 (chr 22:
21,178,718-22,063,427) — Protokadheryna 9 (PCDH), ARFGEF2 (chr 24: 34,891,422-
34,987,404 ) - ADP-ribosylation factors (ARFs). Do dalszych analiz dotagczono gen
najczesciej wystepujacy w literaturze ADAM23 (chr 37: 14,933,217-15,098,305) -
ADAM metallopeptidase domain 23.

Wyniki w obrebie pojedynczych polimorfizmow

Przeanalizowano 40 SNP w obrgbie czterech genow — ADAM23, DOKS5, ARFGEF2,
PCDH9. W 12 przypadkach nie byto réwnowagi Hardiego-Weinberga (p-value <0.05),
wigc wylaczono te SNP z dalszej analizy (Tabela 9). W wyniku analizy MDR
otrzymano modele i uklady genotypow o najwiekszym prawdopodobienstwie korelacji
z wystgpieniem padaczki, uszeregowano je na podstawie doktadnosci rownowagi oraz
sprawdzenia krzyzowego (Wykres 6 - 10). Wybrano SNP, ktére w odpowiednich
zestawieniach moga zwigkszaé szans¢ wystapienia choroby. Analizowano modele od 1
do 5 loci (Tabela 10-11, Schemat 3). Jako najlepszy model 1 locus wytoniono SNP x9
(BICF2P1032728) w obrebie genu DOKS5. Do grupy chorych z najwigkszym
prawdopodobienstwem przyporzadkowano uktad heterozygotyczny (OR = 7.86),
wystapienie pozostalych genotypow sprawiato, ze o0sobnik byt przypisany do grupy
zwierzat zdrowych. W modelu dwuczynnikowym najlepsze dopasowanie uzyskano dla
SNP x3 (BICF2P152556) w obrebie genu ADAM23 i x9 (BICF2P1032728) w genie
DOK5. Wystgpienie uktadu homozygotycznego dominujgcego X3 w polaczeniu z
heterozygotycznym uktadem w x9 skutkowato przypisaniem do klasy osobnikow
chorych (OR = 16). Model trzech, czterech i pigciu loci zawierat SNP lezace w obrebie
genow ADAM23, DOK5 oraz PCDH9. SNP x3 (BICF2P152556) wystgpowal we
wszystkich konfiguracjach w postaci homozygoty, x4 (BICF2P434501) w postaci
homozygoty dominujacej lub heterozygoty, x9 (BICF2P1032728) jako ukfad
heterozygotyczny, x29 (BICF2G630323614) jako homozygota dominujaca, a x30
(BICF2P618948) jako homozygota recesywna lub heterozygota.
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Tabela 9 Lista analizowanych SNP wraz ze sprawdzeniem istotnosci (p — value)

zgodnosci z rownowagg Hardiego-Weinberga

numer

SNP GEN  KONTROLA CHORE WSYZSTKIE MDR
BICF2P1240823 ADAM23  0.0002 0.0005 1 x1
BICF2P693492 ADAMZ23 1 1 1 x2
BICF2P152556 ADAM23  0.1628 0.2198 1 X3
BICF2P434501 ADAM23  0.6633 1 0.5293 x4
BICF2P1290526 ADAMZ23 - - - x5
BICF2P126358 ADAM23 - - - x6
BICF252395334 ADAMZ23 - - - x7
BICF2P1131874 ADAMZ23 - - - x8
BICF2P1032728 DOK5 0.3533 1 0.0631 x9
BICF252296921 DOK5 0.7103 0.2329 0.5293 x10
BICF2522943715 DOKS5 0.1683 0.0771 1 x11
BICF252323046 DOK5 1 1 1 x12
BICF252322479 DOK5 0.6583 0.6324 1 x13
BICF2523640303 DOK5 0.6203 0.5886 1 x14
BICF2P1021165 DOK5 0.492 0.2606 1 x15
BICF2523511433 DOK5 1 0.6324 0.4874 x16
BICF252291355 DOK5 0.0515 0.0301 1 x17
BICF2523513531 DOK5 1 1 1 x18
BICF2P91240 PCDH9 0.0821 0.3167 0.1031 x19
BICF2P8314 PCDH9 - - - x20
BICF2G630323504 PCDH9 0.7511 1 1 x21
BICF2G630323533 PCDH9 0.0002 0.0005 1 x22
BICF2G630323538 PCDH9 1 1 1 x23
TIGRP2P290930_rs8706370 PCDH9 0.4567 1 0.1945 x24
BICF2P1014833 PCDH9 0.0806 0.0593 1 x25
TIGRP2P290949 rs8766113 PCDH9 0 0 1 x26
BICF2G630323600 PCDH9 0.3127 0.4587 0.5293 x27
BICF2G630323605 PCDH9 1 1 1 x28
BICF2G630323614 PCDH9 0.0471 0.051 1 x29
BICF2P618948 PCDH9 0.4155 0.164 1 x30
BICF2G630323645 PCDH9 1 0.7005 0.4874 x31
BICF2P452858 PCDH9 0.3516 1 0.2053 x32
BICF2G630323662 PCDH9 0.2142 0.0683 0.4874 x33
BICF2G630323683 PCDH9 1 0.3071 0.5176 x34
BICF2523440437 PCDH9 0.7456 0.693 0.2815 x35
BICF2G630323722 PCDH9 0.0959 0.0308 1 x36
BICF2P116116 PCDH9 - - - x37
BICF2P912253 ARFGEF2  0.0169 0.0152 1 x38
TIGRP2P317678_rs8946978  ARFGEF2 - - - x39
TIGRP2P317757_rs9088872  ARFGEF2 0 0 1 x40
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bal. acc. overall

Wykres 6 Oszacowana doktadnos¢ rownowagi (balance accuracy) dla modeli jednego locus w MDR (Multifactor dimensionality reduction)
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Wykres 7 Oszacowana doktadno$¢ rownowagi (balance accuracy) dla modeli dwoch loci w MDR (Multifactor dimensionality reduction)
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Wykres 8 Oszacowana doktadnos¢ rownowagi (balance accuracy) dla modeli trzech loci w MDR (Multifactor dimensionality reduction)
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Wykres 9 Oszacowana doktadnos¢ rownowagi (balance accuracy) dla modeli czterech loci w MDR (Multifactor dimensionality reduction)
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Wykres 10 Oszacowana doktadnos¢ rownowagi dla modeli pigciu loci w MDR
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Tabela 10 SNP wskazane jako najlepsze modele, przy uzyciu algorytmu
wykorzystywanego przez MDR z dopasowaniem modelu oraz ilorazem szans
przyporzadkowania osobnika do klasy chorych

Najlepszy model p-value Balanced accuracy OR 95% ClI
X9 0.0077 0.72 7.86 1.49 41.30
X3, X9 0.0020 0.77 16.00 1.89 146.95
x4,x9,x30 0.0001 0.83 33.00 5.67 192.18
x3, x4, x9, x30 0.0001 0.83 33.00 5.67 192.18
x3,x4,x9,x29,x30 0.0001 0.79 22.00 4.08 118.57

Tabela 11 Uktady alleli sprawiajace, ze na podstawie algorytmu MDR przypisano
osobnika do klasy chorych z wigkszym prawdopodobienstwem

przewidywana

model X3 x4 x9 x29 x30 klasa

1 locus - - Aa - - CHORE
2 loci AA - Aa - - CHORE
3 loci - AA Aa - Aa CHORE
3 loci - Aa Aa - aa CHORE
4 loci AA AA Aa - Aa CHORE
4 loci AA Aa Aa - aa CHORE
5 loci AA AA Aa AA Aa CHORE
5 loci AA Aa Aa AA aa CHORE

Po przeprowadzeniu bardziej precyzyjnej analizy pojedynczych locus wybrano trzy
SNP majace istotny zwigzek z wystgpieniem padaczki, sg to te same SNP, ktore zostaty
wylonione przy pomocy algorytmu wykorzystywanego przez MDR jako najlepsze dla
modelu 1 locus (x9, x23, x35) (Wykres 6). Pierwszy z nich x9 (BICF2P1032728) lezy
w obrebie genu DOKS, istotna korelacja genotypu z wystapieniem padaczki
stwierdzono przy zalozeniu modelu kodominujacego (p = 0.04). Zaden z chorych
osobnikow nie byl homozygota dominujaca AA. Wsrdd osobnikow zdrowych
wystepowaty wszystkie genotypy. W modele dominujagcym (p = 0.02) oraz
naddominujacym (p = 0.03) wykazano roéwniez istotny statystycznie zwigzek z
wystapieniem padaczki, przy czym genotyp Aa mial ponad 5 krotnie wigksza szansg
wystgpienia choroby niz genotypy AA-aa ( OR = 5.36) (Tabela 12).
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Schemat 3 Mapa interakcji w odniesieniu do padaczki idiopatycznej. Wezty
reprezentuja wplyw konkretnego genotypu na klase fenotypowa, a linie je laczace
reprezentuja wptyw interakcji.

Kolejnym SNP zwigzanym z choroba byt x23 (BICF2G630323538) lezacy w obrebie
genu PCDH9. W modelu dominujacym genotyp AA zwigkszat prawie 5 krotnie szanse
wystgpienia choroby (p = 0.03, OR = 0.21) (Tabela 13). W trzecim rozpatrywanym SNP
x35 (BICF2523440437), lezacym rowniez w obrgbie genu PCDH9 model recesywny
AA-Aa vs. aa (p = 0.02) wykazal, ze wystgpienie genotypu aa ponad 8 krotnie
zwigkszato szans¢ wystgpienia choroby (OR = 8.5), a samo wystgpienie allelu
rzadkiego a zwickszalo ja ponad 2 krotnie (p = 0.01, OR = 0.39) (Tabela 14). W
analizie zwigzku haplotypow BICF2G630323538 1 BICF2S23440437 z padaczka
idiopatyczng wykazano, ze uktad dwoch alleli dominujacych w modelu addytywnym
zmniejszal szans¢ wystapienia choroby (p = 0.01). Taki uktad haplotypow wystepowat
u 18 % osobnikéw chorych oraz u 53 % osobnikéw zdrowych (Tabela 15). Nie

stwierdzono interakcji miedzy wybranymi SNP.
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Tabela 12 Analiza asocjacji SNP x9 (BICF2P1032728) w obrebie genu DOKS5 z padaczka idiopatyczng u gonczego polskiego

Model KONTROLA % CHORE % OR 95% ClI p-value  AIC
AA 10 34,5 0 0 1 0,04 47
Kodominujacy Aa 14 48,3 10 83,3 0
aa 5 17,2 2 16,7 0
Dominujacy AA 10 34,5 0 0 1 0,02 454
Aa-aa 19 65,5 12 100 0
Recesywny AA-Aa 24 82,8 10 83,3 1 0,96 53,6
aa 5 17,2 2 16,7 0,96 0,16 5,8
Naddominujacy AA-aa 15 51,7 2 16,7 1 0,03 48,9
Aa 14 48,3 10 83,3 5,36 0,99 28,85
Allel A 34 58,62 10 41,67 1
a 24 41,38 14 58,33 1,97 0,68 5,87 0,22

A — Allel dominujacy, a — allel recesywny
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Tabela 13 Analiza asocjacji SNP x23 (BICF2G630323538) w obrebie genu PCDH9 z padaczkg idiopatyczng u gonczego polskiego

Model KONTROLA % CHORE % OR 95% ClI p-value  AIC

AA 6 17,6 6 50 1 0,07 53,4
Kodominujacy Aa 18 52,9 5 41,7 0,28 0,06 1,25
aa 10 29,4 1 8,3 0,1 0,01 1,04

Dominujacy AA 6 17,6 6 50 1 0,03 52,3
Aa-aa 28 82,4 6 50 0,21 0,05 0,9

Recesywny AA-Aa 24 70,6 11 91,7 1 0,11 54,3
aa 10 29,4 1 8,3 0,22 0,02 1,92

Naddominujacy AA-aa 16 47,1 7 58,3 1 0,50 56,4
Aa 18 52,9 5 41,7 0,63 0,17 2,4

Allel A 30 44,12 17 70,83 1
a 38 55,88 7 29,17 5,43 0,64 256,89 0,13

A — Allel dominujacy, a — allel recesywny
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Tabela 14 Analiza asocjacji x35 (BICF2523440437) w obrebie genu PCDH9 z padaczkg idiopatyczng u gonczego polskiego

Model KONTROLA % CHORE % OR 95% CI p-value  AIC
AA 18 50 4 33,3 1 0,06 54,5
Kodominujacy Aa 16 444 4 33,3 1,13 0,24 5,25
aa 2 5,6 4 33,3 9 1,2 67,42
Dominujacy AA 18 50 4 33,3 1 0,31 57
Aa-aa 18 50 8 66,7 2 0,51 7,84
Recesywny AA-Aa 34 94,4 8 66,7 1 0,02 52,5
aa 2 5,6 4 33,3 8,5 1,32 54,82
Naddominujacy AA-aa 20 55,6 8 66,7 1 0,50 57,5
Aa 16 444 4 33,3 0,62 0,16 2,46
Allel A 20 27,78 12 50 1
a 52 72,22 12 50 0,39 0,19 0,77 0,01

A — Allel dominujacy, a — allel recesywny

Tabela 15 Analiza zwigzku haplotypow BICF2G630323538 i BICF2S23440437 w obrebie genu PCDH9 z padaczkg idiopatyczng u gonczego
polskiego

addytywny (score dominujacy

Haplotyp czestotliwos¢ wystepowania haplotypu (%) =7.93, p-val = (score =10.95, p- recesywny (score =
(BICF2G630323538, 0.04) val = 0.03) 1.50, p-val = 0.22)
BICF2523440437) WSZYSTKIE CHORE KONTROLA score p-value score p-value score  p-value

A A 0,44 0,18 053 -2,76 0,01 -3,23 0,00 -1,23 0,22

a A 0,22 0,11 0,04 1,00 0,32 0,44 0,66 NA NA

A a 0,05 0,32 0,19 1,05 0,29 1,05 0,29 NA NA

a a 0,28 0,39 0,24 1,65 0,10 1,46 0,15 NA NA

NA - not applicable, A — Allel dominujacy, a — allel recesywny
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Schemat 4 Selekcja badan z baz danych

Proces wyboru artykutéw do metaanalizy wptywu genu ADAM23 na padaczke
idiopatyczng u psow byt kilkustopniowy. Wyboru artykutow dokonano ze wzgledu na
fakt, Zze kilku autoréw podejmuje badania dotyczace tych samych SNP oraz bloku dla
réznych ras, a tylko w przypadku kilku réznych artykutéw dotyczacych tej samej

tematyki metaanaliza jest mozliwa do przeprowadzenia.
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Poczatkowo przy uzyciu programu Systematic Review Accelerator Polyglot wybrano
164 prace z 6 baz naukowych. Nastgpnie artykuty selekcjonowano automatycznie przy
pomocy programu Screenator usuwajac te dotyczace ludzi, myszy, kotéw. Odrzucono
artykuly w jezyku innym niz angielski oraz zastosowano program Deduplicator do
usuni¢cia duplikatow. W efekcie liczba zmniejszyta si¢ do 54, a po przeskanowaniu
r¢cznie zostawiono 5 artykutow. Z tej grupy odrzucono kolejne dwa artykuly ze
wzgledu na odmienng metodyke badawczg 1 brak mozliwosci wiaczenia wynikéw do
metaanalizy. Doktadny proces selekcji przedstawiono na schemacie 3 (Schemat 4).

W wybranych pracach badania nad wystgpowaniem padaczki idiopatycznej prowadzono
u nastepujacych rasy pséw: owczarek belgijski, kromfohrlander, whippet, szpic finski,
lagotto romagnolo, pinczer miniaturowy, border terrier, schipperke, finski lapphund,
beagle (polujaca linia z Finlandii), beagle, owczarek australijski, seter irlandzki,
labrador retriever, owczarek pirenejski, gonczy polski. Po przeanalizowaniu modelu
odrzucono wyniki finskich lapphundéw, jako najbardziej oddziatujace na brak
homogeniczno$ci grup, uzyto modelu z efektem statym. Na wykresie MDS wedtug
Kroskinen i wsp. (2015) Finskie polujace Beagles stanowily osobng populacje od
pozostalych, w zwigzku z czym w analizie zostaty potraktowane jako osobna rasa. By¢
moze fakt utrzymywania ich w czystosci linii aby wzmocni¢ ich cechy uzytkowe
Wplynat na zmiang frekwencji rozpatrywanych alleli.

Do analizy wybrano artykuty : (Seppala i wsp., 2012), (Koskeinen i wsp., 2015),
(Koskeinen i wsp., 2017), (Garbacz i wsp., ...) z opublikowanych danych wybrano 7
SNP oraz 1 blok.

Wybrane SNP (7) : 15085438 (BICF2S523030950), 15106446 (BICF2P1021781),
15108593, 15108802, 15111724 (BICF2P1131874), 15113325, 18123961
(BICF2P890779)

Blok (1) : 15085438, 15106446, 15108593, 15108802, 15111724 i 15113325 (allele T-
C-del-del-G-G)

Wyniki metaanalizy przedstawione na wykresach 11 — 22 pokazuja 0szacowanie
heterozygotycznosci oraz OR, zaréwno dla poszczegdlnych badan, jak i potraktowane
jako efekt taczny (Wykres 11 — 22). Wielko$¢ zacienionych kwadratow obrazuje wplyw
danego badania na ogdlny wynik, a poziome linie pokazujg wielko$¢ przedziatu ufnosci.
Najwigksze ryzyko pojawienia si¢ choroby bylo powigzane z obecnoscig allelu A w
18123961 (BICF2P890779) dla ras oweczarek belgijski, kromfohrlander, whippet,

pinczer miniaturowy, border terrier, beagle (polujaca linia z Finlandii), beagle, gonczy
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polski z ilorazem szans OR = 3.33. Oprocz finskich lapphundow, lagotto romagnolo
zostaty réwniez odrzucone ze wzgledu na duza odmienno$¢ wynikow i wpltyw na
homogeniczno$¢ grup, za to rasy szpic finski 1 schipperke zostaty odrzucone ze wzgledu
na brak zmienno$ci w danym SNP. Ostatecznie heterogeniczno$¢ wyniosta 12 = 22%, a
p =0.27 (Wykres 11 - 13).

Dla 15111724 (BICF2P1131874) Iaczny wynik ilorazu szans w rasach : owczarek
australijski, seter irlandzki, kromfohrldnder, labrador retriever, pinczer miniaturowy,
owczarek pirenejski, whippet, owczarek belgijski, schipperkes, szpic finski, beagle
(polujaca linia z Finlandii), beagle, gonczy polski wynosit OR =2.76 dla12=17%1ip =
0.27. Allelem ryzyka byt allel G (Wykres 14 - 16).

Grupa SNP, ktore mialy jednakowy wpltyw na wystapienie padaczki z OR = 2.74 to
15106446 (BICF2P1021781) (12 = 28%, p = 0.17, allel ryzyka C), 15108593 (12 = 26%,
p = 0.19, allel ryzyka del) oraz 15113325 (12 = 33%, p = 0.12, allel ryzyka G) w rasach
owczarek australijski, seter irlandzki, kromfohrldnder, labrador retriever, pinczer
miniaturowy, owczarek pirenejski, whippet, owczarek belgijski, schipperkes, szpic
finski, beagle (polujaca linia z Finlandii), beagle. Dla tych samych ras najmniejszy
wplyw SNP na wystgpienie padaczki z OR = 2.72 wykazano dla zbiorczego efektu w
dwoch SNP 15085438 (allel ryzyka T) oraz 15108802 (allel ryzyka del).
Heterogeniczno$¢ grup wyniosta odpowiednio 44 %, p= 0.05 oraz 27 %, p = 0.18
(Wykres 17 - 19).

W bloku 15085438, 15106446, 15108593, 15108802, 15111724 i 15113325 (allele T-
C-del-del-G-G) w metaanalizie otrzymano OR = 2.81. Wystgpienic wyzej
wymienionego uktadu alleli podwyzszato ryzyko wystapienia padaczki idiopatycznej
ponad 2.5 krotnie dla rasy owczarek australijski, seter irlandzki, kromfohrldnder,
labrador retriever, pinczer miniaturowy, owczarek pirenejski, whippet, owczarek
belgijski, schipperke, szpic finski, beagle (polujaca linia z Finlandii), beagle.
Ostatecznie grupy miaty wynik heterogenicznosci 12 = 25%, p = 0.20 (Wykres 20 — 22).
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Experimental Control

Study Events Total Events Total Odds Ratio
Seppala et al, 2012 / Belgian Shepherd 17632 232 12740 260 Ll
Seppala et al, 2012 / Kromfohrlander 4278 46 2412 36 ——
Seppala et al, 2012 / Whippet 3888 48 31.20 a2 —%—
Seppala et al, 2012 / Minature Pinscher 3916 44 3200 40 T
Seppala et al, 2012 / Border Terrier 7812 84 7120 80 ——'—E—
Seppala et al, 2012 / Belgian Shepherd 8586 162 3168 176 e
Koskinen et al_, 2015 / Belgian Shepherds 193.04 254 176.00 352 -
Koskinen et al,, 2015 / Beagles (Finnish hunting) 2688 26 38.00 a0 ;
Koskinen et al, 2015 / Beagles 21.00 30 2208 32 —F—
Garbacz et al.,* / Polish Hunting Dog 6.00 24 192 24 __%.7
1
Fixed effect model 952 1102 <%>
Random effects model : : I<‘> |

Heterogeneity: I° = 22%, v = 0.0358, p = 0.25

Wykres 11 Zbiorcze wyniki OR dla zaleznosci miedzy SNP 18123961, a padaczka idiopatyczng

OR 95%-ClI

330 [2.24; 4.85]
6.54 [1.73; 24.71]
2.84 [1.14; 7.06]
2.02 [0.60; 6.86]
1.64 [0.55; 4.89]
514 [3.14; 8.41]
317 [2.22; 452]
7.58 [1.03; 55.92]
1.05 [0.36; 3.09]
3.83 [0.67; 21.84]

3.33 [2.71; 4.08] 100.0%

3.24 [2.49; 4.23]

Weight Weight
(fixed) (random)
27.8% 24 6%

1.8% 3.7%
5.5% 7.3%
3.6% 4.3%
4.9% 5.3%
13.7% 18.6%
34 1% 26.8%
1.1% 1.7%
6.2% 5.4%
1.4% 2.2%
- 100.0%
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Wykres 12 Wykres lejkowy obrazujacy relacje miedzy btedem standardowym
oszacowan, a wielko$cig Odds Ratio dla SNP 18123961

Belgian Shepherd ©

1.0

= Finnish Lapphund @

Lagotto Romagnolo @

06 08
|

Influence on overall result
04

RohRydo®
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Beagles ©

s ©
!
0
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Contribution to overall heterogeneity

Wykres 13 Wykres Baujat obrazujacy udziat kazdego badania w ogolnej statystyce
niejednorodno$ci w odniesieniu do wptywu kazdego badania na brak homogenicznosci
grup dla SNP 18123961
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Experimental
Study Events Total
Koskineniin, 2017 / Australian Shepherd 8052 122
Koskineniin,, 2017 /Irish Setter (red) 4268 44
Koskineniin., 2017 / Kromfohrlander 8096 92
Koskineniin., 2017 / Labrador Retriever 3584 64
Koskineniin., 2017 / Miniature Pinscher 2816 32
Koskineniin., 2017 / Pyrenean Shepherd 2412 36
Koskineniin, 2017 / Whippet 3196 34
Koskineniin., 2015/ Belgian Shepherds 193.04 254
Koskineniin., 2015/ Schipperkes 111.52 136
Koskineniin., 2015/ Finnish Spitzs 11712 122
Koskineniin, 2015/ Beagles (Finnish hunting) 2688 28
Koskineniin, 2015/ Beagles 1890 30
Garbacz et al.,* / Polish Hunting Dog 6.00 24
Fixed effect model 1018

Random effects model
Heterogeneity: I~ =17%, © = 0.0333, p = 0.27

Control
Events Total

76.50
84.64
40.02
38.48
22.50
19.78
29.00
172.48
91.00
115.60
36.00
2112
192

150
92
58

104
30
46
50

352

140

136
a0
32
24

1264

Odds Ratio

Wykres 14 Zbiorcze wyniki OR dla zaleznosci migdzy SNP 15111724, a padaczka idiopatyczna

Weight

Weight

OR 95%-Cl (fixed) (random)

187 [1.14; 3.05] 19.6%
281 [043:1859]  1.4%
329 [142: 763] 50%
217 [1.15, 409] 10.8%
244 [063; 942] 23%
269 [1.09; 667] 4.8%

e 1134 [247:5201]  12%

330 [2.31: 470] 29.2%
245 [1.40; 429 136%
424 153 1175] 3.7%
933 [1.28:68.17]  0.9%
088 [0.31: 248] 64%
383 [067:2184] 12%

2.76 [2.26; 3.37] 100.0%
2,67 [2.09; 3.41] -

16.4%
1.6%
7.3%

11.5%
3.1%
6.4%
2.5%

23.9%

13.8%
5.2%
1.5%
5.0%
1.9%

100.0%
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Wykres 15 Wykres lejkowy obrazujagcy relacje miedzy biedem standardowym
oszacowan, a wielko$cig Odds Ratio dla SNP 15111724
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Contribution to overall heterogeneity

Wykres 16 Wykres Baujat obrazujacy udzial kazdego badania w ogélnej statystyce
niejednorodnosci w odniesieniu do wptywu kazdego badania na brak homogeniczno$ci
grup dla SNP 15111724
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Experimental Control Weight Weight

Study Events Total Events Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Koskineniin., 2017 / Australian Shepherd 7930 122 78.00 150 —'—: 1.71 [1.05;, 2.80] 226% 15.8%
Koskineniin., 2017 /Irish Setter (red) 4312 44 8372 92 E 485 [052;4498] 1.0% 2.1%
Koskineniin., 2017 / Kromfohrlander 8556 92 4872 58 T 253 [087, 734] 39% 1.2%
Koskineniin., 2017 / Labrador Retriever 4032 64 4576 104 —— 217 [1.14; 410] 11.9% 12.9%
Koskineniin., 2017 / Miniature Pinscher 2616 32 2340 30 ——'-i— 207 [0.52; 816] 2.7% 4.9%
Koskineniin., 2017 / Pyrenean Shepherd 2412 36 1978 46 —F— 269 [1.09, 667] 53% 8.9%
Koskineniin., 2017 / Whippet 3196 34 3000 50 +———— 1044 [227,4796] 13% 4.1%
Koskineniin., 2015/ Belgian Shepherds 193.04 254 16896 352 - 343 [240; 490] 31.3% 18.7%
Koskineniin., 2015/ Schipperkes 131.92 136 135860 140 —_— 0.33 [0.05 226] 3.8% 2.8%
Koskineniin., 2015/ Finnish Spitzs 108.58 122 9112 136 -§—'— 399 [204;, 779] 8.7% 12.4%
Koskineniin., 2015/ Beagles (Finnish hunting) 2688 28 3650 50 ————— 8.88 [1.21,6498] 1.0% 2.6%
Koskineniin, 2015/ Beagles 1890 30 1984 32 —'—% 104 [037;, 292] 65% 7.5%
1
1
Fixed effect model 994 1240 & 2.72 [2.20; 3.36] 100.0% -
Random effects model < 2.55 [1.81; 3.60] - 100.0%
Heterogeneity: /% = 44%, 1% = 0.1295, p = 0.05 | o !
01 0512 10

Wykres 17 Zbiorcze wyniki OR dla zaleznosci migdzy SNP 15085438 (BICF2S23030950), a padaczka idiopatyczng
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Wykres 18 Wykres lejkowy obrazujacy relacje migdzy bledem standardowym
oszacowan, a wielkoscig Odds Ratio dla SNP 15085438 (BICF2S23030950)
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Wykres 19 Wykres Baujat obrazujacy udzial kazdego badania w ogoélnej statystyce
niejednorodnosci w odniesieniu do wptywu kazdego badania na brak homogenicznosci

grup dla SNP 15085438 (BICF2523030950)
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Experimental Control
Study Events Total Events Total
Koskineniin., 2017 / Australian Shepherd 7788 118 7384 142
Koskineniin., 2017 / Irish Setter (red) 3666 38 6480 72
Koskineniin., 2017 / Kromfohrlander 8096 92 4002 58
Koskineniin, 2017 / Labrador Retriever 3422 58 3300 100
Koskineniin., 2017 / Miniature Pinscher 2816 32 2100 30
Koskineniin., 2017 / Pyrenean Shepherd 2210 34 1978 46
Koskineniin., 2017 / Whippet 3196 34 2900 50
Koskineniin, 2015/ Belgian Shepherds 19050 254 17248 352
Koskineniin, 2015/ Schipperkes 11016 136 91.00 140
Koskineniin_, 2015/ Finnish Spitzs 10858 122 9112 136
Koskineniin, 2015/ Beagles (Finnish hunting) 26.88 28 3500 50
Koskineniin, 2015/ Beagles 1890 30 2080 32
Fixed effect model 976 1208

Random effects model
Heterogeneity: I- = 25%, ™ = 0.0460, p = 0.20

Weight Weight

Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)

—'—§ 1.79 [1.08; 296] 18.8% 15.3%

__%'7 359 [048,2699] 11% 1.5%

—a— 329 [142; 763] 49% 7.4%

—E— 292 [1.50; 570] 82% 10.5%

T 314 [084;,11.78] 22% 3.4%

T 246 [099, 615 49% 6.5%

———— 1134 [247;5201] 12% 2 6%

L 312 [2.19; 444] 299% 21.8%

- 230 [1.32, 398] 141% 136%

—::v-'— 399 [204, 779) 78% 10.5%

——— 1029 [1.41;7484] 08% 16%

—'—s 092 [0.32, 259] 62% 5.2%
1

<i> 2.81 [2.30; 3.42] 100.0% -

<& 2.75 [2.13; 3.55] - 100.0%

Wykres 20 Zbiorcze wyniki OR dla zaleznos$ci miedzy blokiem SNP 15085438, 15106446, 15108593, 15108802, 15111724 i 15113325 (allele

T-C-del-del-G-G ), a padaczka idiopatyczna
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Wykres 21 Wykres lejkowy obrazujacy relacje migdzy btedem standardowym
oszacowan, a wielko$cig Odds Ratio dla bloku SNP 15085438, 15106446, 15108593,
15108802, 15111724 i 15113325 (allele T-C-del-del-G-G )
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Wykres 22 Wykres Baujat obrazujacy udzial kazdego badania w ogoélnej statystyce
niejednorodnosci w odniesieniu do wptywu kazdego badania na brak homogenicznosci
grup dla bloku SNP 15085438, 15106446, 15108593, 15108802, 15111724 i 15113325
(allele T-C-del-del-G-G)
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Dyskusja

Wedlug badan wielu autoréw dziedziczne podstawy padaczki idiopatycznej u wielu ras
sg czesto wskazywane, ale wcigz nie ma zgodnosci co do modelu dziedziczenia
(Thomas 2010). W badaniach powigzanych z analiza rodowodéw cze$¢ badaczy
sugeruje istnienie allelu, czgsto recesywnego, o kluczowym znaczeniu, jednak wiele
opracowan wskazuje na dziedziczenie poligeniczne o charakterze addytywnym. Na
przyktad w badaniu padaczki idiopatycznej u angielskich springer spanieli sposob
dziedziczenia wydawat si¢ cze$ciowo autosomalny recesywny, ale nie wykluczono
réwniez podtoza poligenicznego (Patterson i wsp., 2005). Podobnie w badaniach
prowadzonych na populacji wyztow wegierskich analiza rodowodéw wykazata, ze
padaczka w tej rasie jest prawdopodobnie dziedziczona w sposéb autosomalny
recesywny, ale nie udato si¢ wykluczy¢ dziedziczenia poligenicznego (Patterson i wsp.,
2003). Wystepujaca u psow duza réznorodnos¢ sposobu dziedziczenia oraz objawow
klinicznych pozwala zatozy¢, ze przyczyna jest rézna dla roznych ras (Ekenstedt i wsp.,
2011). Caly czas prowadzone s3 poszukiwania mutacji oraz proby powigzania tych juz
odkrytych z rasami, u ktérych podtoze choroby jest wcigz nieznane. Jednak powolny
postep sugeruje, ze u psow podobnie jak u ludzi, padaczka moze stanowi¢ zlozona
chorobg genetyczng z interakcja wielu genow 1 czynnikow srodowiskowych (Ekenstedt
i wsp., 2012).

W latach 2016 - 2020, przeprowadzono analiz¢ rodowodow chorych oraz zdrowych
gonczych polskich w celu ustalenia potencjalnego zrodta padaczki idiopatycznej oraz
oszacowania udziatu osobnikow z tym schorzeniem w rasie. Wsrod 10 najczescie)
wykorzystywanych reproduktoréw w tej rasie az siedem bylo potencjalnymi nosicielami
padaczki idiopatycznej. Taki udzial wykorzystania w hodowli zwierzat obcigzonych
padaczka sugeruje brak selekcji na tg cechg.

Na podstawie wcze$niejszych badan wtasnych, wykonano analize ogo6lnej zmiennos$ci
genetycznej z uwzglednieniem identyfikacji linii matecznych przy pomocy
sekwencjonowania regionu kontrolnego mtDNA i markerow mikrosatelitarnych. W
wyniku analizy mtDNA w populacji gonczych polskich wyrdzniono 6 haplotypow, jest
to wynik analogiczny do uzyskanego w populacji gonczych stowackich, z czego dwa
haplotypy byty wspdlne dla obydwu ras (Garbacz, 2018). W analogicznych badaniach

ogara polskiego wykazano istnienie trzech haplotypow mtDNA (Gtazewska, Prusak,
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2012). Podobne wyniki uzyskaly Zielinska i Gtazewska (2015) analizujgc populacje
hovavartow w Niemczech, stwierdzajac trzy haplotypy, z czego jeden wystepowat u
prawie 74% badanych osobnikow. Zatem zmiennos¢ mtDNA u gonczego polskiego jest
na poréwnywalnym poziomie do innych wyzej wymienionych ras.

Poziom  zmienno$ci  genetycznej oszacowany na  podstawie  markerow
mikrosatelitarnych w badanej rasie byt zblizony lub wyzszy niz u innych europejskich
populacji pséw rasowych. Wspotczynnik inbredu dla badanej grupy gonczych polskich
wynosit srednio 0,0624, poziom heterozygotycznosci obserwowanej byt réwny 0,72.
Dla poréwnania inbred w grupie gonczych stowackich wynidst 0,2456 (Glowacka,
2020), pointera angielskiego 0,33 (Parra i wsp., 2007), owczarka niemieckiego 0,25 czy
labrador retrievera 0,15 (Cole i wsp., 2004), natomiast dla posokowcow hanowerskich
wynosit 0,092 1 byt podobny do uzyskanej dla polskich gonczych wartosci (Lupke i
wsp., 2004). U wielu ras pséw stwierdzono podobny, jak u polskiego gonczego, poziom
heterozygotycznosci obserwowanej. Dla gonczego stowackiego 0,64 (Glowacka, 2020),
golden retievera 0,62, owczarka niemieckiego 0,64, jamnika szorstkowlosego 0,72
(Koskinen i wsp., 2003) czy wyzta wtoskiego 0,64 (Ciapolini i wsp., 2011).

Analizujac populacje gonczego polskiego nie stwierdzono nizszej niz u innych ras
zmiennoS$ci genetycznej.

Mimo iz nie udato si¢ ustali¢ jaki procent populacji jest obcigzony chorobg to fakt, ze
padaczka wystepuje czesciej w niektorych liniach lub u potomstwa okreslonych
osobnikow zwykle u wiecej niz jednego zwierze¢cia w miocie, sugeruje genetyczne
podtoze choroby u tej rasy i uzasadnia poszukiwanie mutacji odpowiedzialnej za jej
wystapienie.

Na podstawie analizy GWAS, biorac pod uwage korelacje (linkage disequilibrium D’
oraz r2) miedzy regionami oraz mi¢dzy genami w poblizu badanych istotnych 6 SNP,
wybrano trzy geny kandydujace:

DOK5 (chr 24: 40,842,594-40,995,459) - Docking Protein 5, ARFGEF2 (chr 24:
34,891,422-34,987,404) - ADP-ribosylation factors (ARFs), PCDH9 (chr 22:
21,178,718-22,063,427) — Protokadheryna 9 (PCDH). Do tej pory jedynie gen DOKS5 z
tych trzech zostal powigzany w literaturze z epilepsja u psow i jest jednym z genow
potencjalnie powigzanych z padaczka idiopatyczng w rasie pettit basset griffon vendeen
(Deschain i wsp., 2021). Do analiz dotagczono gen najczeSciej wystepujacy w literaturze
jako potencjalnie powigzany z padaczka idiopatyczng u pséw ADAM23 (chr 37:
14,933,217-15,098,305) - ADAM metallopeptidase domain 23. tgcznie wytoniono 40

74



SNP w obrgbie wyzej wymienionych 4 genow, ale z powodu braku réwnowagi
Hardiego-Weinberga 12 odrzucono z dalszych analiz. Na podstawie wieloczynnikowej
redukcji wymiarow MDR wskazano SNP x9 (BICF2P1032728) w obrebie genu DOK5
jako najlepszy model jednego locus. Przy wystgpieniu ukladu heterozygotycznego
przyporzadkowywano osobnika do grupy chorych z ilorazem szans rownym 7,86,
wystapienie pozostaltych genotypow skutkowato przypisaniem osobnika do grupy
zwierzat zdrowych. W modelach dwu, trzy, cztero- i pigcioczynnikowych réwniez SNP
x9 (BICF2P1032728) wystepowat w formie heterozygotycznej 1 byt obecny w kazdym
wylonionym schemacie. Dla modelu dwuczynnikowego drugim istotnym SNP byt x3
(BICF2P152556) w obregbie genu ADAM23 w ukladzie homozygotycznym
dominujacym w polaczeniu z heterozygotycznym ukladem w x9 skutkowat
przypisaniem do klasy osobnikow chorych z ilorazem szans rownym 16. Model
uwzgledniajacy Trzy, cztery i pig¢ loci zawieral dodatkowo SNP lezagce w obrebie
genow ADAM23 oraz PCDH9. SNP x3 (BICF2P152556) wystgpowal we wszystkich
konfiguracjach w postaci homozygoty, x4 (BICF2P434501) w postaci homozygoty
dominujacej lub heterozygoty, x29 (BICF2G630323614) jako homozygota dominujaca,
a x30 (BICF2P618948) jako homozygota recesywna lub heterozygota aby przypisano
osobnika z okreslonym genotypem do grupy zwierzat chorych.

Podstawowym wnioskiem z wieloczynnikowej redukcji wymiardow byt fakt, Zze jedynie
SNP x9 (BICF2P1032728) w obrebie genu DOKS wystgpowat we wszystkich
wytonionych modelach 1 w postaci heterozygotycznej. Kolejng fazg byla szczegdtowa
analiza korelacji z wystgpieniem padaczki idiopatycznej wszystkich 28 SNP z
uwzglednieniem czterech modeli genetycznych - kodominujacego, dominujacego,
recesywnego 1 naddominujacego. Uwzgledniono réwniez potencjalny wplyw
pojedynczych alleli na fenotyp. W efekcie otrzymano istotny wynik dla SNP x9
(BICF2P1032728) w genie DOK5 w modelu kodominujagcym AA vs. Aa (p-value 0.04),
dominujgcym AA vs. Aa-aa (p-value = 0.02) i naddominujgcym AA-aa vs. Aa (p-value
=0.03). Wsrod osobnikow chorych nie zaobserwowano homozygot dominujacych AA,
za to wsrod osobnikéw zdrowych stanowily 34.5%. 83.3 % osobnikéw chorych byto
heterozygotami Aa, za to wsrod osobnikow zdrowych heterozygoty stanowity 48.3 %.
Homozygoty recesywne byly malo licznie reprezentowane w obydwu grupach. Dla
genotypu heterozygotycznego Aa szansa znalezienia si¢ w grupie osobnikéw chorych
byta ponad 5 razy wigksza niz dla genotypdéw homozygotycznych tacznie (OR = 5.36).

Wiek wystgpienia pierwszych objawow rowny okoto 2 lat (mediana) jest podobny u
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pettit basset griffon vendeen 1 u gonczego polskiego. Obydwie rasy naleza do VI grupy
FCI, pséw gonczych i ras pokrewnych. Objawy kliniczne byty nieco odmienne, u
wszystkich gonczych polskich objawy wystepowaty centralnie, a u pettit basset griffon
vendeen wigkszo$¢ psoOw miata objawy ogniskowe z ewentualnym rozszerzeniem na
objawy centralne (Gullov i wsp., 2011). Niemniej gen DOKS5 jest obiecujacym
kandydatem, jako gen ryzyka wystgpienia padaczki idiopatycznej u pséw, szczeg6lnie
ze wzgledu na swojg funkcje. Jest to gen, ktory koduje biatko btony komorkowej,
oddziatujgce z receptorem biatkowym kinazy tyrozynowej posredniczagcym w tworzeniu
neurytow (Shi i wsp., 2006).

Geny o podobnej funkcji byly juz wezesniej powigzane z wystgpowaniem padaczki u,
roznych gatunkow (Tabela 2 - Aneks), gtownie LGI1 oraz LGI2 u ludzi, myszy i psow
(Deschain i wsp., 2021).

Mutacja biatka LGI1 u ludzi jest przyczyna dziedziczonej autosomalnie dominujaco
padaczki z napadami czg¢sciowymi 1 zaburzeniami stuchu, znanej takze jako
autosomalna dominujagca padaczka ptata skroniowego (autosomal dominant lateral
temporal lobe epilepsy, ADLTE) (Al.-Banji i wsp., 2015, Dazzo i wsp. 2016). U myszy
transgenicznych posiadajacych zmutowany gen dla LGI1 wykazano hamowanie
prawidlowego dojrzewania neuronéw przez eliminacj¢ elementow drzewa
dendrytycznego (dendritic pruning) i zwigkszanie ggstosci kolcow dendrytycznych,
czego skutkiem jest nasilona transmisja synaptyczna. Myszy pozbawione genu dla
biatka LGI1 ging w przebiegu nasilonych drgawek mioklonicznych. Zasugerowano, ze
obecnos¢ przeciwciat przeciwko LGI1 zakldca funkceje tego biatka, przyczyniajac si¢ do
zwigkszonej pobudliwosci neurondow. Konsekwencja sa napady drgawkowe i inne
objawy limbicznej encefalopatii. (Yamagata i wsp.,2018). Wykazano, ze LGI2,
podobnie jak LGI1, jest wydzielany neuronalnie i dziata na receptory z rodziny ADAM,
ktore funkcjonujag w przebudowie synaps. Wynikajaca z tego padaczka pojawia si¢ u
psOw rasy lagotto romagnolo w wieku okoto siedmiu tygodni i ustepuje po czterech
miesigcach, jej przyczyna jest mutacja Lgi2 ¢.1552A.T (Jokinen i wsp., 2007).
Porownujac objawy wystepujace u gonczego polskiego do wystepujacych u lagotto
romagnolo (gen LGI2) oraz u pettit basset griffon vendeen (gen DOKS5) stwierdza si¢
roznicg wieku wystapienia symptomow. U gonczego polskiego oraz u petit basset
griffon vendeen $redni wiek wynosit 2 lata, w przeciwienstwie do lagotto romagnolo, u
ktorych jest to typowe schorzenie wieku szczenigcego.

Istotne powigzanie z wystgpieniem padaczki uzyskano rowniez dla SNP  x23
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(BICF2G630323538) oraz x35 (BICF2S23440437) w obrebie genu PCDH9. W
pierwszym rozpatrywanym polimorfizmie w modelu dominujacym AA vs. Aa-aa (p-
value = 0.03) dla genotypu Aa-aa prawie 5 krotnie mniejsze szanse z ilorazem szans
rownym 0.21. Za to w X35 (BICF2S23440437) dla modelu recesywnego AA-Aa Vvs. aa
(p = 0.02) wykazano, ze wystgpienie genotypu aa ponad 8 krotnie zwigkszato szanse
wystgpienia choroby (OR=8.5), a samo wystgpienie allelu A (p-value = 0.01)
zmniejszato ja ponad 2 krotnie (iloraz szans rowny 0.39). Jako, ze obydwa SNP
znajduja si¢ w jednym genie przeprowadzono rowniez analiz¢ haplotypow
BICF2G630323538 i BICF2523440437. Uktad dwoch alleli dominujagcych w modelu
addytywnym dawal mniejsza szans¢ wystapienia choroby (p = 0.01). Taki ukfad
haplotypow wystepowat u 18 % osobnikéw chorych oraz u 53 % osobnikéw zdrowych.
Protokadheryna 9 (PCDH9) jest to gen produkujacy biatko adhezyjno zalezne od
wapnia, ktore tworzy (wraz z innymi bialkami z tej rodziny) gltéwng podrodzing
nadrodziny kadheryn. Ulegaja one obfitej ekspresji w o§rodkowym uktadzie nerwowym
podczas rozwoju embrionalnego i w wieku dorostym (Frank i wsp., 2002; Sano 1 wsp.,
2003, Hirano i Takeichi, 2012; Suzuki, 1996; Frank i Kemler, 2002; Shapiro i wsp.,
2007; Gumbiner, 2005;Chen i Maniatis, 2013).

Ostatnim genem wskazamym na podstawie analizy GWAS byt ARFGEF2 (chr 24:
34,891,422-34,987,404) - ADP-ribosylation factors (ARFs). Dalsze analizy w obrgbie
tego genu nie przyniosty zadnych istotnych statystycznie wynikow. W wyniku analizy
MDR gen ARFGEF2 nie zostal wyloniony w zadnym z modeli, dla analizy
pojedynczych SNP w szczegotowych modelach genetycznych nie uzyskano istotnosci w
zadnym z trzech analizowanych polimorfizméw, a w analizie interakcji migdzygenowej
SNP x SNP (ARFGEF2 x DOKS5) dla gendow lezacych na jednym chromosomie nie
otrzymano istotnych statystycznie wynikow w Zzadnym z modeli genetycznych. Mimo
obiecujacej roli genu w organizmie w kontekScie powigzania z padaczka idiopatyczng
na podstawie wykonanych analiz nie uzyskano oczekiwanego efektu. ARFGEF2
odgrywa wazng role¢ w wewnatrzkomorkowym transporcie pecherzykowym. U
cztowieka mutacja w tym genie zostata powigzana z zespotem Westa (WS), ktory jest
encefalopatia padaczkowa wieku dziecigcego, charakteryzujaca si¢ obecnoscia
skumulowanych spazméw wystepujacych zwykle przed ukonczeniem 1. roku zycia oraz
zatrzymaniem lub regresja rozwoju. Czgsto§¢ wystepowania WS wynosi 1:3200
urodzen, a rokowanie zalezy od etiologii choroby. Blisko 80% dzieci z objawowym WS

cierpi na uposledzenie umystowe, a u okoto 50% rozwija si¢ zesp6l Lennoxa-Gastauta
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(LGS) (Kato 2006; Banne i wsp., 2015). Zespot ten jest cigzkim zespotem
padaczkowym u dzieci, charakteryzujacym si¢ napadami mieszanymi, zaburzeniami
funkcji poznawczych i uogdlnionymi wolnymi (<3Hz) wytadowaniami fal spajkowych
w elektroencefalografii. Napady atoniczne powodujg niebezpieczne napady padaczkowe
z ryzykiem urazu i pogorszenia jako$ci zycia. Napady sa czg¢sto oporne na wiele lekow
przeciwpadaczkowych (AED) (Al-Banji i wsp., 2015).

Do tej pory jednym z najczgsciej przewijajacych si¢ w literaturze genow powigzanych z
padaczka idiopatyczng u psoéw jest gen ADAM23, z tego wzgledu zostat dolaczony do
analiz. Jest to gen lezacy na chromosomie 37. W wyniku wieloczynnikowej redukcji
wymiarow MDR dwa SNP lezagce w obrgbie tego genu zostaly wskazane, jako
potencjalnie powigzane z padaczka idiopatyczng u gonczego polskiego. SNP X3
(BICF2P152556) w modelu dwoch, czterech i pigciu loci i dodatkowo x4
(BICF2P434501) w modelu trzech, czterech i pigciu loci. W analizie pojedynczych SNP
dla zaden polimorfizmu nie wykazywano istotnego zwiazku z wystapieniem padaczki
idiopatycznej w rasie gonczy polski.

Stwierdzono, ze biatko ADAM?23 jest zwigzane z epilepsja u myszy. Jako jeden z
dwoch glownych receptorow LGI1 w mozgu jest wigzany z specyficzng $miertelng
padaczka (Fukata i wsp., 2009). Uczestniczy w waznym procesie regulacji przeptywu
jondéw potasu z pobudzonego neuronu, a takze w stabilizacji synapsy nerwowej. Kanat
jonowy Kvl zostaje otwarty w wyniku osiggni¢cia wysokiego potencjatu elektrycznego
W neuronie presynaptycznym po przytaczeniu LGI1 do ADAM23. Nastepnie przepltyw
jonéw K+ zmniejsza napigcie neuronu az do wyciszenia sygnatu. Atak padaczki
wystepuje w momencie zaburzenia tego mechanizmu i wydluzenia przekazywania
sygnatu powodujac zwickszong aktywnos$¢ elektryczng neurondéw (Boudin i wsp.,
2021). Brak biatka LGI1 w mozgu potwierdzony przy uzyciu przeciwciat anty-LGI1
skutkowal obserwowanym fenotypem padaczkowym lub letalnym u LGI1-/- myszy
podczas trzeciego tygodnia zycia. Zmutowane zwierzeta miaty spontaniczne uogélnione
napady drgawkowe (Fukata i wsp., 2009). Dodatkowo myszy z wyciszonym genem
ADAMZ23 charakteryzowaty si¢ wystepowaniem fenotypu padaczkowego, a ich $rednia
dlugo$¢ zycia byla krotsza w niz osobnikow, u ktorych gen ulegal ekspres;ji.
Stwierdzono, ze myszy ktore byty heterozygotyczne pod wzgledem dziatajacego genu
ADAMZ23 byly bardziej podatne na napady drgawkowe niz myszy z prawidlowym
genotypem (Pakozdy i wsp., 2015). Sugeruje si¢, ze kazde zaburzenie kompleksu LGI-
ADAM moze prowadzi¢ do wystgpienia padaczki, a obydwa geny traktuje si¢ jako
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potencjalnie powigzane z chorobg u ssakow (Fukata i wsp., 2009).

Jako, ze gen ADAM23 jest jedynym genem opisywanym w badaniach réznych ras przy
uzyciu tych samych metod i SNP, mozliwe bylo zestawienie wynikéw gonczych
polskich z wynikami uyskanymi przez innych autorow. Po przeprowadzeniu
metaanalizy 4 artykutow opisujacych wyniki dla 17 ras, z uwzglgdnieniem 7 SNP i
jednego bloku, mozna zauwazy¢ wyrazny wspdlny trend dla ras owczarek belgijski,
kromfohrlander, whippet, szpic finski, lagotto romagnolo, pinczer miniaturowy, border
terrier, schipperke, beagle (polujaca linia z Finlandii), beagle, owczarek australijski,
seter irlandzki, labrador retriever, owczarek pirenejski i gonczy poslki. Przeciwne
rezultaty byly charakterystyczne dla finskiego lapphunda, dla ktérego jako jedynej razy
uzyskano wszystkie wyniki OR ponizej 1, co sugeruje odwrotny skutek pojawienia si¢
kluczowego allelu Iub bloku SNP niz u pozostatych ras. Na przyktad w 15113325
pojawienie si¢ allelu G zmniejszato ryzyko wystapienia padaczki 1.6 razy (OR = 0.59)
w przeciwienstwie do pozostatych ras dla ktorych zbiorczy wynik OR z metaanalizy
wyniost 2.74 co sugeruje ponad dwukrotnie wieksze ryzyko wystapienia padaczki w
przypadku pojawienia si¢ kluczowego allelu. Ciekawym przypadkiem jest réwniez
lagotto romagnolo, u stwierdzono, ze mutacja w genie LGI2 powoduje Benign Familial
Juvenile Epilepsy (BFJE), za to nie ma wplywu na wystapienie padaczki w wieku
dorostym (Seppala i wsp., 2011). Na podstawie wynikow mozna zauwazy¢, ze u jednej
rasy rozne typy padaczki moga mie¢ zupelie inne podloze genetyczne i ze jest to na
tyle ztozona choroba, ze pod jednym ogdlnym pojeciem, nawet U jednej rasy, moga
wystepowac zupelnie rézne schorzenia. Bardzo interesujace okazalo sie, ze dla SNP
18123961 (BICF2P890779) rasy lagotto romagnolo i finski lapphund wyrozniaty si¢
wynikiem OR ponizej 1, sugerujacym, ze wystapienie allelu A w tym SNP zmniejsza
ryzyko wystapienia padaczki w przeciwienstwie do pozostalych ras. W wyniku
metaanalizy dla ras owczarek belgijski, kromfohrlander, whippet, pinczer miniaturowy,
border terrier, owczarek belgijski, beagle (polujaca linia z Finlandii), beagle oraz
gonczy polski w tym SNP otrzymano wynik OR = 3.33. Warto tu podkresli¢, ze linie w
obrebie rasy moga by¢é odmiennymi genetycznie populacjami z powodu innego
kierunku selekcji, niewielkiej efektywnej wielkosci populacji cy efektu zatozyciela,
(Ekensted, 2013). Dlatego uzyskanych wynikoéw nie mozna traktowac¢ jako
uniwersalnych dla gatunku.

U wszystkich rozpatrywanych ras poza beagle, podtoze padaczki idiopatycznej wydaje
si¢ multigeniczne z duzym znaczeniem SNP lezacych na CHA37, tylko u beagle dla

79



wszystkich rozpatrywanych wariantow SNP, OR oscylowalo wokot 1, co sugeruje brak
wplywu wybranych genéw na wystapienie choroby. U wszystkich ras dalsze badania sa
konieczne, szczegdlnie dla tych, u ktorych OR byto wysokie a analiza przeprowadona
na stosunkowo niewielkiej probie, jak na przyktad u whippeta (n case = 17, n control =
25) oraz dla ras, u ktérych nie stwierdzono istotnych powigzan pomimo wyraznej
tendencji , jak na przyktad pinczer miniaturowy i seter irlandzki. Analizujac wykresy 11
— 14dla wybranych SNP i bloku mozna zauuwazy¢, ze najwigkszy wpltyw na taczne
wyniki miaty rezultaty nalicniejszych grup, czyli owczarkéw belgijskich. Wynika to z
faktu, ukierunkowania badan zgodnie z metodyka zastosowang dla tej rasy. Najmniejszy
wplyw na ostateczny wynik Stanowil udziat beagle z polujacych linii z Finlandii.

Biorgc pod uwage wszystkie analizy, geny DOK5 oraz PCDH9 wydaja sie¢ by¢
gléwnymi kandydatami powigzania z padaczka idiopatyczng u gonczego polskiego.
Geny ADAM23 warto przeanalizowa¢ w kontekscie mozliwosci interakcji z innymi
regionami, cho¢ nie uzyskano dla genu ARFGEF2 satysfakcjonujgcych rezultatow.
Dalsze bardziej szczegbtowe analizy sa konieczne w celu ustalenia podtoza
genetycznego padaczki idiopatycznej u rasy gonczy polski. Na tym etapie skupiono si¢
na szerokich analizach asocjacyjnych i wybranych SNP, w celu wytonienia genow
kandydujacych. Dalszym etapem badan bedzie analiza otrzymanych genow, stanowigca
podstawe do stworzenia testow genetycznych lub wskazania multigenicznego podioza
choroby w rasie.

W hodowli pséw rasowych eliminacja padaczki idiopatycznej bez wiedzy na temat jej
dziedziczenia oraz testow genetycznych jest bardzo problematyczna. Z zatozenia rasy
sa izolowanymi populacjami i wyeliminowanie zbyt duzej liczy osobnikoéw moze
powodowaé¢ zmniejszenie zmienno$ci genetycznej. Wiedza na temat podtoza
genetycznego tej choroby przy$piesza i1 ulatwia diagnoze oraz pozwala wykry¢
nosicieli. Rynek testow genetycznych dla psow rasowych jest bardzo dynamiczny 1 od

lat rozwija si¢ intensywnie.
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Whioski

e Na podstawie dotychczasowych badan uwaza si¢, ze u pséw podobnie jak u
ludzi, padaczka moze stanowi¢ zlozong chorobg genetyczng z interakcja wielu
genoéw i czynnikow srodowiskowych.

e Duza czestotliwos¢ wykorzystania w hodowli rasy gonczy polski psoéw
obcigzonych padaczka jest dowodem braku selekcji na t¢ ceche.

e Na podstawie analizy populacji gonczego polskiego stwierdzono, ze poiom
zmiennosci genetycznej w rasie jest wyzszy niz u innych ras.

e Padaczka idiopatyczna wystepuje czesciej w niektorych liniach lub u potomstwa
okreslonych osobnikdéw oraz czesto wystepuje wiecej niz jedno chore zwierze w
miocie, co sugeruje genetyczne podtoze choroby u gonczego polskiego i
uzasadnia poszukiwanie mutacji odpowiedzialnej za jej wystapienie.

e Gen DOK5 wydaje si¢ by¢ gtéwnym kandydatem do powigzania z padaczka
idiopatyczng u gonczego polskiego. Rownie obiecujacy i wymagajacy dalszych
analiz jest gen PCDHO.

e Gen ADAM23 powinienby¢ analizowany w kontekscie mozliwosci interakcji z
innymi regionami

e Stwierdzono, ze gen ARFGEF2 nie jest zwigzany z wystepowaniem padaczki i

powinien by¢ usunigty z dalszych analiz.
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Aneks

Formularz 1

Ankieta wystana wtascicielom psow rasy gonczy polski uczestniczacym w badaniu

1. Ple¢ psa [M/F]
2. Obecny wiek psa [lata]
3. W jakim wieku wystapil pierwszy atak ?
T1 Ponizej sz6stego miesigca zycia
[l Miedzy szostym miesigcem, a szostym rokiem zycia
"1 Powyzej szdstego roku zycia
4. Czy pies mial uraz mechaniczny glowy ?
] Tak
1 Nie
5. Czy pies byl odrobaczony, mial podane Srodki przeciwpasozytnicze lub
byl szczepiony w przeciagu dwoch tygodni przed wystgpieniem drgawek
1 Tak — poda¢ jakim $rodkiem i kiedy .............coooiiiiiiiiiiiii
1 Nie
6. Czy byla wykonana morfologia i biochemia krwi ?
1 tak — wykazata nieprawidtowo$ci mogace skutkowaé¢ drgawkami
1 tak — nie wykazata nieprawidtowosci
1 nie byta wykonana
7. Czy bylo wykonane badanie obrazowe rezonansem magnetycznym ?
1 tak — wykazato nieprawidtowosci mogace skutkowac drgawkami
1 tak — nie wykazato nieprawidtowosci
"I nie bylo wykonane
8. Czy byl wykonany zapis elektroencefalograficzny (EEG) ?
1 tak — wykazal nieprawidtowo$ci mogace skutkowaé¢ drgawkami
1 tak — nie wykazal nieprawidtowos$ci

1 nie byl wykonany
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10.

11.
12.
13.

Czy objawy wystepuja centralnie (general)?
] Tak
1 Nie
Czy objawy wystepuja ogniskowo (focal)?
] Tak
1 Nie
Jak czesto wystepuja ataki (ile w serii)?
Jak czesto wystepuja ataki (pytanie o czestotliwos¢ serii)?
Czy zostalo zastosowane leczenie w kierunku epilepsji ?
1 Tak
" Nie
14. Jaki lek zostal przepisany? [nazwa/ dawka]
15. Czy leczenie jest skuteczne (zmniejszona liczba napadoéw w serii lub
zmniejszona liczba serii)?
] Tak
" Nie
16. Czy pies jest poddany dlugotrwalemu leczeniu / przyjmuje na stale leki
inne niz wymienione w punkcie 14?
1 Tak — podac jakie leki, jaka dolegliwos¢
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Tabela 1 Stezenie i czysto$¢ produktow izolacji DNA

sample Nucleic Acid Conc. (ng/ul) | 260/280 | 260/230
chl 95,5 2,09 2,08
ch2 1154 1,81 1,95
ch3 106,8 1,87 2,07
ch4 80,6 1,88 2,05
ch5 76,7 2,04 2,07
ch6 70,3 1,89 2,08
ch7 149,4 1,87 2,07
ch8 116,2 1,89 2,02
ch9 55,4 1,84 1,90
ch10 73,1 1,87 2,01
chil 32,4 1,83 1,87
ch12 37,3 1,88 1,84
z1 119,6 1,89 2,05
z2 54,0 1,87 2,01
z3 60,3 1,86 2,05
z4 45,2 1,88 1,93
z5 42,8 1,85 1,85
26 447 1,83 2,00
z7 64,5 1,84 2,02
z8 111,2 1,87 2,03
29 50,5 1,86 1,94
z10 73,4 1,85 2,09
z11 66,4 1,86 2,00
z12 121,7 1,88 2,01
z13 12,5 1,73 1,74
z14 47,8 1,86 1,89
z15 40,2 2,08 1,83
z16 27,5 2,08 2,07
z17 20,6 2,01 1,92
z18 42,3 1,81 1,98
z19 60,3 1,88 1,95
z20 46,9 1,94 1,86
z21 21,9 1,89 2,08
222 33,1 1,84 2,06
223 44,2 1,85 1,90
224 30,3 1,79 1,95
225 23,2 1,91 1,81
226 84,1 1,84 1,92
227 68,6 1,98 1,91
228 77,1 1,88 1,86
229 26,6 1,89 2,05
230 27,1 1,88 1,84
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z31 37,7 2,00 1,78
232 24,5 2,07 2,01
233 83,8 1,9 2,07
234 80,3 1,89 1,79
235 17,2 1,92 1,98
236 10,6 1,78 1,85

Tabela 2 Geny zwigzane z padaczka o znanym wplywie na wzrost i tworzenie

neurytow
Gen Gatunek Zrodlo
LGI2 pies (Seppald i wsp. 2011)
. . (Owuor i wsp. 2009;
cztowiek, mysz, szczur, danio o
LGI1 Cowell 2014; Silva i wsp.
regowan
pregowany 2015)
. (van Rootselaar i wsp.
CTNND?2 cztowiek, mysz
2017)
SALM3 szczur (Liiwsp. 2017)
STXBP1 szczur (Yamashita i wsp. 2016)
KDM5C mysz (Wei i wsp. 2016)
c-ABL cztowiek, szczur (Chen i wsp. 2014)
Ras-GRF1 cztowiek, szczur (Zhu i wsp. 2013)
CAMSAP1L1 cztowiek (Zhang i wsp. 2013)
TRPC6 szczur (Kim & Kang 2015)
PK1 cztowiek, danio prggowany (Mei i wsp. 2013)
DOK5 pies (Deschain i wsp., 2021)
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