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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie specyficznych starteréw do wykrywania gene-
tycznej odpornosci na ketoze u krow oraz sposdb wykrywania genetycznej odpornosci kréw
na ketoze z wykorzystaniem specyficznych starteréw i analizy mutacji w genie kodujgcym osteo-
pontyne (OPN).

Ketoza jest jedng z najwazniejszych chor6b metabolicznych w stadach kréw mlecznych, zaréw-
no w kraju jak i na Swiecie. Jest typowg chorobg wystepujacg u kréw mlecznych, nie tylko wysokowy-
dajnych. Za gitéwne przyczyny wystepowania ketozy uwaza sie btedy zywieniowe, ale u niektérych
krow istnieje sktonno$¢ osobnicza.

U kréw, ktére chorujg na ketoze, we krwi znajduje sie nadmierna ilo$¢ ciat ketonowych, takich
jak: kwas p-hydroksymastowy (BHM), aceton i kwas acetooctowy.

Ze wzgledu na mozliwosci rozpoznania, rozréznia sie ketoze kliniczng, z petnymi objawami, ta-
twymi do zdiagnozowania przez lekarza weterynarii oraz czesciej wystepujacg ketoze subkliniczng.
Stan subkliniczny jest to stan, w ktérym zwierze ma podwyzszony poziom ciat ketonowych we krwi,
w mleku oraz w moczu. U kréw niewykazujgcych objawow klinicznych, moze pojawié¢ sie takze obni-
zony poziom glukozy we krwi.

Literatura wskazuje, ze przy ketozie istotnie zmniejsza sie wydajno$¢ mleczna zwierzat. Ketoza
wptywa na pogorszenie wskaznikow rozrodu oraz na odporno$¢ krow, ktére czesciej zapadajg
na choroby infekcyjne tj. mastitis i endometritis. Nastepstwem wystepowania ketozy u kréw, w szcze-
goélnosci subklinicznej, jest zapadanie na inne zaburzenie metaboliczne — np. przemieszczenie
trawienca. Subkliniczna ketoza zwieksza dwukrotnie ryzyko wystepowania lewego przemieszczenia
trawienca. Wystepowanie ketozy moze by¢ nastepstwem innych zaburzen zdrowotnych takich jak:
zapalenie btony Sluzowej macicy, zaleganie poporodowe czy zatrzymanie tozyska.

Ketoza subkliniczna jest trudniejsza do wykrycia. Z obserwacji wynika, ze na ketoze kliniczng
moze chorowaé od 2 do 15% kréow w stadzie, natomiast ketoza subkliniczna moze obejmowac nawet
od 40 do 60% kréw. Ze wzgledéw ekonomicznych, szczegdlnie waznym jest umiejetne wykrywanie
osobnikéw odpornych na ketoze subklinicznag.

Ketoza jest schorzeniem metabolicznym, co oznacza ze posiada rézne podtoza etiologiczne.
Sposoby prewencji tego zaburzenia, w zaleznosci od typu ketozy mogg by¢ rézne. W zaleznosci
od przyczyn wystepowania, rozréznia sie ketoze pierwotng (typu I), wtérng (typu Il) i pokarmowg (ty-
pu lll). Ketoza pierwotna wystepuje w okresie okotoporodowym.

Najczesciej na ketoze chorujg krowy w okresie dwoch pierwszych miesiecy laktacji. Wystepo-
wanie objawow ketozy w tym czasie pozwala na zakwalifikowanie jej do typu | lub Il. Gdy u kréw keto-
za diagnozowana jest w pierwszych kilku dniach po porodzie (okres od porodu do koica drugiego
tygodnia laktacji), to jej przyczyng jest niedostateczne pokrycie zapotrzebowania na energie, ktére
wynika ze zbyt matego pobrania suchej masy w okresie przedporodowym. Powodem ketozy typu i Il
jest ujemny bilans energii w tym okresie. Najczestszym powodem braku apetytu w okresie okotoporo-
dowym jest nadmierna kondycja krowy (nazywana syndromem ,ttustej krowy”). Ketoza typu | i Il moze
przyczyniaé sie do: zalegania poporodowego, zatrzymania tozyska lub rozwoju choréb infekcyjnych
tj. mastitis, zapalenia btony $luzowej macicy oraz do probleméw z zacieleniem krow.

Zapobieganie wystepowania ketozie polega przede wszystkim na dbaniu o jak najlepsze pobra-
nie paszy przez zwierzeta, szczegélnie od 5 do 7 dnia przed porodem. Istotna jest prawidtowa struktu-
ra fizyczna paszy i odpowiednio zbilansowana dawka pokarmowa w okresie okotoporodowym.

U kréw chorujgcych na ketoze wystepuje bardzo wysoka zawarto$¢ ciat ketonowych we krwi.
Watroba nie produkuje glukozy, bo sktadniki potrzebne do tej syntezy nie sg dostarczane z przewodu
pokarmowego.

Ketoza typu lll (pokarmowa) wynika z nadmiernego pobierania kwasu mastowego z kiszonek
stabej jakosci. Za kiszonki stabej jakoSci uwaza sie kiszonki z lisci buraczanych, z traw lub lucerny
oraz kiszonki zepsute. W zwigzku z poprawg jakosci produkowanych kiszonek, ten typ ketozy jest
bardzo rzadko diagnozowany w ostatnich kilkunastu latach.

Wyzej wymienione typy ketozy mogg mieé przebieg kliniczny i subkliniczny. We wspotczesnych
stadach kréw mlecznych, ketoza typu | i Il zwtaszcza w postaci subklinicznej, jest najczesciej wystepu-
jacym zaburzeniem metabolicznym.

Znane sg ze zgtoszenia wynalazku nr WO2018039081A1 zmodyfikowane PEG warianty poli-
peptydu bFGF-21, kompozycje zawierajgce wariant polipeptydu bFGF-21 oraz sposoby przydatne
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w leczeniu i/lub zapobieganiu ketozie, w ktérych podaje sie wariant lub kompozycje zawierajgca
wspomniany wariant bFGF-21.

Znany jest takze ze zgtoszenia chinskiego nr CN111485027A sposdb badania przesiewowego
markera molekularnego odpornoéci na ketoze kréw mlecznych i jego zastosowania. Krowy zdrowe
i z ketozg sg brane jako prébki, po czym nastepuje sekwencjonowanie chipéw, wypetnianie danych,
analiza sygnatu selekcyjnego, analiza asocjacyjna catego genomu, a takze badany jest kluczowy gen
APOA1 wplywajgcy na odporno$¢ na ketoze bydta chinskiej rasy holsztynskiej.

W znanym stanie techniki do wykrywania ketozy stosuje sie testy diagnostyczne.

Dla diagnozy ketozy znaczenie majg testy na obecno$é ciat ketonowych w moczu lub mieku.
Wiekszo$¢ dostepnych na rynku testow opiera sie na obecnos$ci acetooctanu lub acetonu w mleku
lub moczu. Wynik zalezy od zmiany koloru odczynnika uzytego w danym tescie. Przyktadem moze by¢
test CowCHAMP Keto-Test. Zaletg tego testu jest uzyskanie szybkiego i wiarygodnego wyniku
(z moczu), a takze brak koniecznosci pobierania krwi, co skutkuje mniejszym stresem dla zwierzat.
CowCHAMP Keto-Test mozna uzywaé w dowolnym momencie do ok. 30 dni po wycieleniu, w celu
monitorowania stanu ketozy u kréw.

Dostepne sg réwniez glukometry stuzgce do monitorowania ciat ketonowych we krwi pacjentéw
z cukrzyca (glukometry dla ludzi). Mierzg one iloSciowo stezenie beta-hydroksymaslanu (BHM) we krwi
i mogg byé stosowane do klinicznej diagnozy ketozy. Tylko Polska Federacja Hodowcéw Bydta i Produ-
centow Mleka (PFHBIPM) wprowadzita w swoich raportach wynikowych typowanie kréw podejrzanych
o subkliniczng ketoze na podstawie oznaczania zawartosci ciat ketonowych w mleku (acetonu i kwasu
f-hydroksymastowego), w probkach mleka pobieranych od poszczegdinych kréw co miesigc. Krowy
z przypuszczeniem subklinicznej ketozy sg oznaczone w raporcie wynikowym RW-2 za pomocg symbolu
K!, a w zaleznoéci od czestosSci wystepowania tego schorzenia w odniesieniu do catego stada w raporcie
wynikowym RW-1 ukazujg sie komunikaty o zagrozeniu ketozg [Z. Kowalski, A. Piyta, E. Rybicka,
W. Jagusiak, K. Sfoniewski, Novel model of monitoring of subclinical ketosis in dairy herds in Poland based
on monthly milk recording and estimation of ketone bodies in milk by FTIR spectroscopy technology. ICAR,
Technical Series-19, Krakow, Poland, 10-12.06.2015, ISSN: 1563-2504; ISBN: 92-95014-15-4].

Nikt dotad nie badat odpornosci kréw na ketoze stosujgc jako marker molekularny gen osteo-
pontyny, co ma niezwykle istotne znaczenie w hodowli kréw, gdyz wykrywanie odpornosci genetycz-
nej na wczesnym etapie rozwoju, pozwoli hodowcom wyeliminowaé krowy podatne na ketoze i nie
ponosi¢ kosztéw zwigzanych z pielegnacjq i leczeniem.

Nieoczekiwanie okazato sie, w wyniku badan nad polimorfizmem osteopontyny, ze gen ten mo-
ze stanowi¢ marker do wykrywania genetycznej odpornosci na ketoze u bydfa.

Osteopontyna po raz pierwszy zostata opisana w roku 1979 jako biatko zwigzane z transforma-
cja komoérek nabtonkowych. Jej nazwa pochodzi od tacinskich stéw: ,osteo — ko$¢” oraz ,pontin —
most” co zwigzane jest z jej podstawowg funkcjg w organizmie jakg jest wigzanie wapnia i tworzenie
struktury kostnej. Osteopontyna jest glikoproteing o charakterze chemokiny. Chemokiny to wazna
grupa biatek, ktére stymulujg ruch leukocytéw oraz kontrolujg ich migracje z krwi do tkanek, petigc
tym samym role w formowaniu ogniska zapalnego. Osteopontyna to biatko, ktére ulega ekspres;i
przede wszystkim na osteoklastach, osteoblastach, zebach, na komédrkach nabtonkowych piersi, nerki,
skory, komérkach nerwowych, komoérkach $rédbtonka naczyn. Poza swojg podstawowg rolg zwigzang
z uktadem kostnym, osteopontyna petni takze szereg waznych funkcji w ukfadzie immunologicznym:
posiada zdolno$¢ indukowania chemotaksiji i migracji komérek ukfadu immunologicznego w miejsce
stanu zapalnego, w przypadku ostrych i przewleklych stanéw zapalnych dochodzi do wzrostu ekspre-
sji tego biatka na limfocytach T, makrofagach, komérkach NK i komérkach dendrytycznych oraz wzro-
stu jego stezenia w ptynach ustrojowych. Obecnos$é osteopontyny stwierdza sie we krwi, mleku, mo-
czu, z0ici oraz w nasieniu. Ponadto jak wskazujg wyniki wieloosrodkowych badan, osteopontyna za-
angazowana jest w takie procesy jak: angiogeneza, adhezja komérek, apoptoza, regulacja zapalenia,
gojenie ran, regulacja wzrostu i rozwoju ptodu, utrzymanie cigzy, rozwoéj bydlecych zarodkéw in vitro.

Gen bydlecej osteopontyny zlokalizowany jest na chromosomie 6. Wedtug bazy Ensembl gen
ten posiada 4 transkrypty, w obrebie ktérych odnotowano kolejno: 7, 6, 8 i 7 eksonéw. W dotychcza-
sowych badaniach nad polimorfizmem genu osteopontyny u bydta, analizowano jego wptyw na cechy
takie jak: produkcja i sktad chemiczny mleka, liczba komérek somatycznych w mleku, wytrwatosé lak-
tacji, zwigzek z tempem wzrostu mtodego bydta (masg urodzeniowq cielgt, masg odstawienia cielgt
od wymienia, wagq roczng kréw). Znaczna cze$¢ z tych badan dotyczyta polimorfizmu ¢.8514 C > T
zlokalizowanego w intronie 4 genu OPN.
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W obecnych badaniach analizowano polimorfizm ¢.495C > T (rs109659827), zlokalizowany
w eksonie 1 (cze$¢ kodujgca). Analizowane podstawienie cytozyny na tymine jest mutacjg typu zmia-
ny sensu, co oznacza, ze powoduje podstawienie aminokwasu w kodowanym przez ten gen biatku
(proliny na leucyne).

Celem wynalazku byto zastosowanie specyficznych starteréw w reakcji amplifikacji polimorficz-
nego fragmentu DNA w obrebie genu osteopontyny zawierajgcego mutacje ¢.495C > T (rs109659827),
stuzacego do wykrywania genetycznej odpornosci na ketoze u bydta.

Wynalazek ponadto dostarcza sposobu wykrywania genetycznej odpornosci na ketoze u bydta juz
na wczesnym etapie rozwoju, poprzez ustalenie za pomocg specyficznych starteréw i specyficznego
enzymu restrykcyjnego wystepowania genotypu OPN - TT, ktéry odpowiada za odporno$é na ketoze.

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie starteréw o sekwencjach nukleotydowych:

Starter F: 5 GTGTGTGCCTGTGTTTGTTC 3

Starter R: 5 GAGAAGAGTCCAGTCCCCTG 3/,
do wykrywania genetycznej odpornosci na ketoze u bydta w procesie amplifikacji w reakcji PCR seg-
mentu zawierajgcego ekson 1 genu osteopontyny bedgcego markerem do wykrywania odpornosci
na ketoze u bydfa.

Spos6b wykrywania odpornosci na ketoze wedtug wynalazku polega na wykrywaniu obecnosci
mutacji w obrebie genu osteopontyny u bydta, w ktérym polimorficzny fragment DNA w obrebie bada-
nego genu amplifikowany jest w reakcji PCR za pomocg odpowiednich starteréw.

Sposo6b wedtug wynalazku obejmuje nastepujgce etapy:

— izolacje DNA z komérek lub tkanek bydlecych,

— ocene ilosciowg i jakoSciowg wyizolowanego DNA z wykorzystaniem spektofotometru,

— amplifikacje segmentu zawierajgcego ekson 1 genu osteopontyny, bedgcego markerem
genetycznym do wykrywania odpornosci na ketoze u bydta w reakcji PCR za pomocg spe-
cyficznych starterédw o sekwencjach nukleotydowych:

Starter F: 5 GTGTGTGCCTGTGTTTGTTC 3

Starter R: 5 GAGAAGAGTCCAGTCCCCTG 3

— analize polimorfizmu ¢.495C > T (rs109659827), zlokalizowanego w eksonie 1, ktéry doty-
czy czesci kodujgcej z wykorzystaniem enzymu restrykcyjnego Mnll (rozpoznajgcego se-
kwencje 5-CCTC (N)7-3’ i metody RFLP,

— wykrywanie u kréw odpornosci genetycznej na ketoze w przypadku ustalenia wystepowania
genotypu OPN - TT bedgcego markerem do wykrywania odpornosci na ketoze u bydta.

Wynalazek umozliwia rozréznienie osobnikéw, u ktérych wystepuje mutacja skorelowana z od-
pornoscig na wystepowanie ketozy juz na wczesnym etapie rozwoju kréw, bez koniecznos$ci przepro-
wadzenia jakichkolwiek zabiegéw inwazyjnych (zwlaszcza w przypadku gdy materiatem do izolaciji
DNA bedzie mleko, kat lub $lina).

Wynalazek dostarcza wiec narzedzie umozliwiajgce wczesng diagnostyke odpornosci na ketoze
u bydfa na kazdym etapie rozwoju. Zastosowanie wynalazku moze stanowi¢ korzystniejszg alternaty-
we w diagnozowaniu odpornoéci na ketoze w stosunku do znanych metod oraz unikniecie kosztéw
zwigzanych z obstugg weterynaryjng i leczeniem zwierzat.

Przyktad

Celem badan byto okreslenie markerowych zmian w sekwencji genéw w grupie bydta, u ktérych
wystgpit podwyzszony poziom kwasu p-hydroksymastowego we krwi (20,80 mmol/l), wskazujgcy
na wystepowanie subklinicznej ketozy, w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Grupe kontrolng stanowity
krowy u ktorych poziom kwasu B-hydroksymastowego we krwi byt <0,80 mmol/I.

Przeprowadzono badania nad okre$leniem zmian w obrebie genu osteopontyny i okresleniem
genotypdw w polimorficznym miejscu rs109659827 odpowiednio: OPN - CC, OPN - CT, OPN - TT pod-
czas wystepowania subklinicznej ketozy u bydta, gdzie genotyp OPN - TT odpowiada za odpornos¢.

W badaniu wykorzystano informacje hodowlang o krowach mlecznych, wysokowydajnych, pocho-
dzacych z trzech réznych gospodarstw produkcyjnych (n=979). Informacje produkcyjne dotyczyty krow
w o$miu laktacjach, z podziatem na szes$é grup (1, 2, 3, 4, 5, 26). Gospodarstwa znajdowaty sie pod
tzw. oceng uzytkowosci mlecznej, prowadzong przez Polskg Federacje Hodowcéw Bydta i Producentéw
Mieka (PFHBiPM). Dane techniczne dot. wydajnosci mlecznej oraz parametrédw mieka pochodzity
z probnych dojow wykonanych przez PFHBIPM. Informacje dotyczyly siedmiu sktadnikéw mleka tj.: wy-
dajnoéci za laktacje, procentowej zawartosci ttuszczu, biatka, laktozy, suchej masy oraz koncentracii



PL 245009 B1 5

mocznika w mg/L i ilosci komérek somatycznych okreSlonych 1000/mL. W tym samym czasie, od
wszystkich zwierzat pobrana zostata krew z zyly ogonowej do 5 ml sterylnych probéwek zawierajgcych
antykoagulant EDTA (kwas wersenowy, kwas edetynowy, komplekson Il), ktérg wykorzystano do ozna-
czenia poziomu kwasu f-hydroksymastowego, wskazujgcego na wystepowanie subklinicznej formy ke-
tozy, zgodnie z normg laboratoryjng w przedziale 0,010-0,80 mmol/L oraz do izolacji DNA. Poziom kwa-
su B-hydroksymastowego oznaczano w polskim laboratorium weterynaryjnym YetLab Sp. z o.0.

Zbiér danych zostat uzupetniony o parametry hodowlane kréw m.in. wiek krowy, numer laktacji,
faza laktacji. W badaniach laboratoryjnych do analizy prébek mleka wykorzystano MilkScan FT6000
(Foss, Hillerod, Denmark). Do izolacji DNA z prébek krwi wykorzystano MasterPure™ DNA Purifica-
tion Kit (Lucigen). Ocene ilosciowg i jakosciowg DNA przeprowadzono z wykorzystaniem spektofoto-
metru Nano Drop 2000 (Thermo Scientific, USA). Nastepnie, przeanalizowano polimorfizm ¢.495C > T
(rs109659827), zlokalizowany w eksonie 1, ktoéry dotyczy czesci kodujgcej, wykorzystujgc metode
PCR-RFLP. Segment zawierajgcy ekson 1 genu osteopontyny amplifikowano w reakcji PCR, za po-
mocg starteréw zaprojektowanych z wykorzystaniem programu Primer3Plus w oparciu o sekwencje
referencyjng (GenBank Accession No. AC_000163.1).

Startery miaty nastepujgce sekwencje nukleotydowe:

Starter F: 5 GTGTGTGCCTGTGTTTGTTC 3/,

Starter R: 5 GAGAAGAGTCCAGTCCCCTG3'.

Produkt PCR nastepnie trawiono przy zastosowaniu enzymu restrykcyjnego Mnll — trawienie
przebiegato zgodnie z zaleceniami producenta (BioLabs, UK).

Reakcje PCR prowadzono w finalnej objetosci 20 pl. Skfad mieszaniny reakcyjnej byt nastepu-
jacy: 1x Taq buffer + KCI — MgCl> (Thermal Scientific, USA), 1,125 mM MgCl., 0,105 mM kazdego
dNTP, 0,175 pM kazdego ze starteréw, 1% DMSO (dimetylosulfotlenek), 1,75 U Taq polymerase
(Thermal Scientific, USA). Zastosowano nastepujgcy program termiczny: wstepna denaturacja DNA
w 95°C przez 5 minut, 35 cykli: wtasciwej denaturacji DNA w 95°C przez 40 sekund, przylgczania
starteréw w 65°C przez 45 sekund, wydtuzania produktu PCR w 72°C przez 45 sekund. Kolejnym
etapem reakcji byto koncowe wydtuzanie produktu PCR w 72°C przez 5 minut. Nastepnie prébki PCR
chtodzono do temperatury 4°C i wykorzystywano do dalszych analiz.

5 wl produktu PCR inkubowano z 1 pl buforu (BioLabs, UK), 0,4 ul enzymu restrykcyjnego Mnll
(10 U/uL, BioLabs, UK) | 3,6 uL ultra czystej wody przez 2 godziny w temperaturze 37°C. Po zakon-
czonej inkubaciji, trawienie produktéw PCR zatrzymywano poprzez dodanie 2,5 ul buforu obcigzajgce-
go 6X Loading Dye Solution (ABO). Nastepnie, uzyskane fragmenty restrykcyjne wizualizowano na
3,5% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny w obecnosci markera pUC19 DNA/Mspl (ABO).
Elektoforeze prowadzono przy pomocy aparatu MUPID™One (Nippon) przy napieciu 100 V przez
90 minut. Otrzymano nastepujgce wzory prgzkowe, umozliwiajgce rozrdznienie genotypdw zwierzat,
gdzie genotyp OPN - TT odpowiada za odporno$¢ na ketoze (Fig. 1 na rysunku).

Tabela 1

Otrzymane w wyniku reakcji PCR-RFLP fragmenty DNA
(z ang. deoxyribonucleic acid)

Genotyp OPN Wielkosci fragmentéw DNA
OPN - CC 147 pz S7pz | 30pz
OPN - CT 147 pz| 82pz|65pz | 57 pz | 30pz
OPN - TT 82 pz |65pz 57 pz| 30 pz

Legenda: OPN — CC : genotyp CC w locus 1s109659827 genu osteopontyny u bydta, OPN — CT :
genotyp CT w locus rs109659827 genu osteopontyny u bydta, OPN — TT : genotyp TT w locus
1s109659827 genu osteopontyny u bydta, pz - liczba par zasad (para zasad - w biologii
molekulamej sa to dwie komplementarne, potaczone wigzaniami wodorowymi, zasady azotowe
nukleotydow dwoch roznych nici kwasu nukleinowego, para zasad jest jednostka dlugosci
czasteczek DNA) powstalych w wyniku ciecia produktu PCR (powstalego z wykorzystaniem
zastrzezonej pary starterow) enzymem restrykcyjnym Mnll (w reakcji RFLP - Restriction
Fragment Length Polymorphism).
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Zastosowanie starterébw i enzymu restrykcyjnego Mnll w reakcjach PCR-RFLP, skutkuje
w przypadku stwierdzenia genotypu OPN - TT odpowiadajgcego za odporno$é na ketoze, powstaniem
odcinkéw DNA o wielkoéciach: 82 pz, 65 pz, 57 pz, 30 pz, ktére mozna uwidoczni¢ podczas elektrofo-
rezy w zelu agarozowym.

Zastosowano metody statystyczne z wykorzystaniem modeli klasyfikacyjnych. Modele tego typu
okre$lane sg mianem modeli skoringowych, ktére pozwalajg ocenié dziatania wyrazajgce prawdopo-
dobienstwo zajscia modelowanego dziatania. Plik danych zawierat informacje o 979 badaniach,
przedstawiony za pomocg 15 zmiennych. Zmienna typu Ketoza, zawiera informacje o diagnozie i petni
w analizie role zmiennej zaleznej. Zmienna ta przyjmuje dwie wartosci: BHM — 1 — wystepowanie ke-
tozy oraz BHM - 0 — niewystepowanie ketozy. Kolejne 14 zmiennych to informacje uzyskane na pod-
stawie analizy mleka i genotypu zwierzat. Na podstawie tych cech przygotowany zostat model, ktore-
go zadaniem byto okre$lenie wystepowania genotypéw OPN - CC, OPN - CT, OPN - TT w loci genu
osteopontyny podczas wystepowania subklinicznej ketozy u bydta.

W modelu opartym na regresji logistycznej, wykorzystano metodologie budowy kart skoringo-
wych. Pierwszym etapem byta eliminacja tych cech diagnostycznych, ktére sg nieistotne z punktu
widzenia wptywu na analizowang zmienng. Na podstawie korelacji pomiedzy poszczegd6lnymi zmien-
nymi wchodzacymi w sktad reprezentowanych zmiennych usunieto zmienne bez ryzyka utraty infor-
macji o badanym zjawisku. Usuniecie nieistotnych zmiennych zawezito liczbe potencjalnych predykto-
réw do 3. Wykorzystano tabele krzyzowe (tabele dwudzielne), przedstawiajgce faczny rozktad dwoch
wskaznikéw mierzonych na dowolnym poziomie (nominalnym lub porzgdkowym). Poprzedzajac bada-
nia wiasciwosci testow statystycznych, wykorzystano tablice dwudzielne jako narzedzie do modelowa-
nia populacji generalnej, czyli nadaniu populacji generalnej okreslonej wtasciwosci (zwigzek miedzy
cechami).

W celu wyznaczenia empirycznej mocy testu, wygenerowano tablice dwudzielne wraz ze staty-
styka testowg X? Persona.

Do weryfikacji hipotezy zastosowano statystyke ze wzoru:

x2=2%

gdzie:
E — oczekiwana czesto$¢ komorki
O - obserwowana czestosé komérki. Wyniki obliczen wartosci oczekiwanych przedstawiono w tabeli 2.
Tabela 2
Podsumowaujgca tabela dwudzielna dla warto$ci obserwowanych

BHM 0/1 | OST (exon 1) CT {OST (exon 1) CC{OST (exon 1) TT Razem

0 457(1,05%) 386(1,06%) 85(1.01%) 929

1 23(20,86%) 25(16,44%) 1(86%) 50

suma 480(100%) 411(100%) 86(100%) 979
*Roéznica w ilosci zwierzat wynika z eliminacji niepetnych rekordow

Tabela 3
Statystyka dla ketozy i OST
Statystyka: BHM 0/1 x OST (exon 1)
statystyka Chi-kwadr. dr p
Chi”*2 Pearsona 11,98343 df=3 p=0,0744
Chi"2 NW 8,108320 df=3 p=0,4383

istotnc p=0,0744

Wysokie wartosci X?> Pearsona oznaczajg duze rdznice miedzy czestosciami obserwowanymi
a oczekiwanymi (zaleznosci sg istotne).
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Dla kazdej kategorii zmiennej BHM 1/0 obliczono miare szans poprzez okreslenie ,wagi dowo-
du” (WoE weight of evidence). Wyzsze wartosci informujg o wiekszym prawdopodobieistwie zmian.
Profil dyskretyzaciji zostat przygotowany z wykorzystaniem wykresu (Fig. 2).

Dyskretyzacja zmiennych pozwolita na:

— zbudowanie stabilnego modelu;

— estymacje parametrow wskazujgcg na mniejszg sktonnosé do przeuczenia.

Tabela 4

Kategoryzacja zmiennych (CC, CT, TT) ze wskazaniem WoE (weight of evidence)

0T cxon D VT gl ot e
CC 387 26 413 [6.30%|52,00% | 41,66% | 42.19% -22,18
CT 457 23 480 [4,79% | 46,00%[ 49,19% [ 49,03%|  6.71
TT 85 1 86 [ 1,16%| 2,00% | 9,15% | 8,78% 152,06
Ogot 929 50 979 | 5,11% |100,00%| 100,00%|100,00%
Tabela 5§
Tabela liczno$ci dla wszystkich zwierzat (n=974) z trzech zaktadéw produkcyjnych
Tabela licznosci. Licznos¢ oznaczonych komorek
OST (exon 1)_kat | OST (exon 1)_kat | OST (exon 1)_kat
Kod ( CT )- { ce ) ( TT )- Razem

Liczba Oboral- 200 179 38 417
% 7 wiersza 47,96% 42,93% 9,11%
Liczba 236 169 42 447
% 7 wiersza 52,80% 37.81% 9,40%
Liczba 41 63 6 110
% z wiersza 37.27% 57,27% 5.45%
Liczba Ogot 477 411 86 974"

*Roznica w ilosci zwierzat wynika z eliminacji niepetnych rekordow

Ocena jakosci klasyfikacji zostata przeprowadzona z wykorzystaniem krzywej ROC Receiver
Operating Characteristic) wskazujgcej prog decyzyjny, jak rowniez wizualizujgcej sytuacje decyzyjne
(Fig. 3). Otrzymany model jest dobrej jakosci i moze by¢ przydatny jako narzedzie wspierajgce ziden-

tyfikowanie wybranych markeréw.

Zastrzezenia patentowe

1. Zastosowanie starteréw o sekwencjach nukleotydowych:
Starter F: 5 GTGTGTGCCTGTGTTTGTTC 3
Starter R: 5 GAGAAGAGTCCAGTCCCCTG3,,
do wykrywania in vitro genetycznej odpornosci na ketoze u bydta w procesie amplifikacji
w reakcji PCR polimorficznego fragmentu DNA (segmentu zawierajgcego ekson 1) genu
osteopontyny bedgcego markerem odpornosci na ketoze u bydta.

2. Sposbéb wykrywania in vitro odpornoéci bydfa na ketoze, polegajacy na wykrywaniu obecno-
$ci mutacji w obrebie genu osteopontyny (OPN) obejmujacy:

izolacje DNA z komoérek lub tkanek bydlecych, ocene iloSciowg i jako$ciowg wyizolowa-

nego DNA z wykorzystaniem spektofotometru;
amplifikacje segmentu zawierajgcego ekson 1 genu osteopontyny bedgcego markerem
do wykrywania odpornosci genetycznej na ketoze u bydta w reakcji PCR za pomoca
specyficznych starteréw o sekwencjach nukleotydowych:
Starter F: 5 GTGTGTGCCTGTGTTTGTTC 3
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Starter R: 5 GAGAAGAGTCCAGTCCCCTG 3’

— analize polimorfizmu ¢.495C > T (rs109659827), zlokalizowanego w eksonie 1, ktéry do-
tyczy czesci kodujacej, z wykorzystaniem enzymu restrykcyjnego Mnll i metody RFLP,

— wykrywanie u kréw odpornosci na ketoze w przypadku ustalenia wystepowania genotypu
OPN - TT bedgcego markerem odpornoéci genetycznej na ketoze.

Rysunki

BUCIS €T CC €C T CC € € € ©C & e ¢ e ¢ & €& 71 o € «cC [ S

S Wykies WoEOST (exon 1) -

¥

Weight of Eviderie

"% & 8 8




PL 245009 B1




