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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА НАСЛЕДСТВЕННОГО ЗАБОЛЕВАНИЯ
ЦИТРУЛЛИНЕМИЯ У КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА ПОРОД КАЗАХСТАНСКОЙ СЕЛЕКЦИИ 

На сегодняшний день в Республике Казахстанживотноводствоявляетсяведущейотрасльюсельскохозяйственногопроизводства. В местестемвсечащепроявляютсяпризнакигенетическойэрозии – накопления груза вредных рецессивных мутаций [1, 2].У крупного рогатого скота к настоящему времени выявлено почти полсотни мутаций, которые включены в Международный список летальных дефектов. Этот список периодическипополняется, так как идет открытие новых аномалий [3].
Цитруллинемия–этоврожденноенарушениеобменавеществиз-задефицитаферментавциклебиосинтезамочевины. Родоначальником заболевания цитруллинемии считается канадский бык-производитель LinmackKrissKing. Его семенем пользовались в Австралии, Новой Зеландии и Англии. Его отец – Gray-ViewCrisscross, американский бык-производитель, также был носителем данного заболевания.
Телята, больные цируллинемией, при рождении выглядят нормальными, но через 2-6 суток у них проявляются депрессия центральной нервной системы, атаксия, слепота, затем начинаются конвульсии, повышается температура и наступает смерть. 
Приселекционномиспользованиибыков-носителейданного заболевания набольшомпоголовьеонобыстрораспространяетсявпопуляцииинаноситзначительныйэкономическийущерб [4].
Цитруллинемия - генетическая аномалия, обусловленная энзиматическим дефектом в цикле биосинтеза мочевины. Ген ASS локализован на 11-й хромосоме, в пептидном продукте которого происходит замещение аминокислоты Arg 86, вследствие чего утрачивается его активность [4].
Дефицит аргининосукцинатсинтетазы (локус 2039) обусловлен заменой нуклеотидов С → Т гена ASS. Известно, что у животных-носителей мутации цитруллинемия исчезает сайт рестрикции для эндонуклеазы Ava II, и этот полиморфизм используется для ПЦР-диагностики. 
Исследования проводились на 296 головах крупного рогатого скота казахской белоголовой породы ТОО «Жанабек» и 284 головах аулиекольской породы ТОО «Каркын» в отделе молекулярно-генетических исследований научно-инновационного центра КГУ имени А.Байтурсынова. 
В качестве материала исследования использовали образцы ДНК, выделенной из крови казахской белоголовой и аулиекольской пород.
ДНК-тестирование животных на носительство цитруллинемии проводили методомПЦР-ПДРФ.
Состав реакционной смеси для полиморфного генаbASSуказан в таблице 1.

Таблица 1 - Состав реакционной смесидля амплификации гена bASS
	Компоненты
	Объем, мкл

	10х TaqBufferKCL
	5,0

	Смесь dNTP (25 мМ, 0,2 мМ) 
	5,0

	 Праймер 1 (10 pM, 25 мкМ)
	2,5

	 Праймер 2 (10 pM, 25 мкМ)
	2,5

	Taq DNA Polymerase 5U/μl 
	0,5

	25 mMMgCl2
	1,5

	Деионизированная вода
	26,5

	ДНК матрица
	5,0

	Общий объем
	50,0



Последовательности праймеров и размер ожидаемых продуктов амплификации приведены в таблице 2.

Таблица 2 – Характеристика праймеров, использованных в работе
	Полиморфизм
	Последовательность (5΄-3΄) праймеров
	Размер
продукта, п.н.
	Источник

	bASS- AvaII
	AvaII-F-5'-aggtgttcattgaggacatc -3'
	198
	5

	
	AvaII-R-5'-cgccgtgagacacatacttg-3'
	
	



ПолимеразнуюцепнуюреакциюгенаbASSпроводилина амплификатореProFlex PCR System производствакомпании «Applited Biosystems».Амплификацию начинали с денатурации ДНК при 95ºС в течение 5 мин. Затем проводили серию циклов амплификации в условиях, приведённых в таблице 3. Заканчивали амплификацию синтезом при 72ºС в течение 10 мин.

Таблица 3 – Условия амплификации гена bASS
	Полиморфизм
	Условия реакции, °С/сек
	Число циклов

	
	Денатурация
	Отжиг
	Синтез
	

	bASS- AvaII
	94,0/45
	62,0/45
	72,0/45
	30



Реакцию рестрикции полученного продукта амплификации полиморфного гена наследственного заболевания цитруллинемия (BC) проводили с использованием эндонуклеазы рестрикции AvaII. Характеристика фермента и размеры полученных продуктов рестрикции приведены в таблице 4.


Таблица 4. Характеристикарестриктазы AvaIIи размеры продуктов рестрикции
	Сайт рестрикции
	Температура инкубации, °C
	Размеры продуктов
рестрикции, п.н.

	G▼GWCC
CCWG▲G
	37
	bASS –AvaIIСС (+/+)- 109 и 89 п.н.
bASS –AvaIIСТ(+/-)- 198, 109 и 89 п.н.
bASS –AvaIIТТ (-/-)- 198 п.н.



Наличие мутантного аллеля, ответственного за цитруллинемию, приводит к потере сайта рестрикции для эндонуклеазы AvaII. В гомозиготном нормальном состоянии этот фермент способен разрезать ДНК в месте рестрикции и на электрофореграмме дает две полосы 109 п.н. и 89 п.н. У носителя болезни, поскольку один аллель является нормальным, а другой является мутантным, фермент способен разрезать только нормальный фрагмент. На электрофорезе будет видно три полосы ДНК - две полосы для нормального (109 п.н. и 89 п.н.) и одна полоса для мутантного аллеля (198 п.н.). У гомозиготных больных животных рестриктаза не разрезает фрагмент ДНК и на электрофореграмме будет наблюдаться только одна полоса (198 п.н.) ДНК. 
Результаты рестрикционного анализа животных аулиекольской и казахской белоголовой пород на носительство цитруллинемии представлены на рисунке 1.


Рисунок 1 - Электрофореграмма результата ПЦР-анализа гена bASS
Обозначения: М - ДНК-маркер 100 bp; 1-12 - продукты рестрикции
В результате проведенной молекулярно-генетической идентификации наследственного заболевания установлено, что среди исследуемых животных аулиекольской и казахской белоголовой пород носителей генетической аномалии цитруллинемия нет. Полученные результаты согласуются с проводимыми ранее исследованиямиPatel et al., в Индии [5], Nassiry и др.[6] и Eydivandi et al. [7], в Иране, Meyden et al. [8] в Турции, где они наблюдали нулевую частоту для мутантного аллеля цитруллинемии. Robinson et al. [9], в США Padeeri et al. [10], JianbinLi et al. [11], в Китае сообщили о низкой частоте носителей цитруллинемии.
Настоящее исследование показало, что частота носителей наследственной мутациицитруллинемии среди исследуемых популяций аулиекольской и казахской белоголовой пород равна нулю, однако рекомендуется систематически обследовать поголовье крупного рогатого скота для обнаружения и элиминации летальных мутаций, что предотвратит распространение аномалии и уменьшит экономический ущерб.
Работа выполнена в рамках проекта «Скрининг на носительство мутаций, детерминирующих развитие наследственных заболеваний и разработка генетических маркеров для выявления мясной продуктивности племенного крупного рогатого скота отечественной селекции» грантового финансирования МОН PK № 0115РК01596.
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