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techniki, (nr 01-18-08-11). 

 

Abstrakt 

 

Występowanie chorób o  podłożu genetycznym stanowi istotny problem hodowlany pociągają-

cy za sobą straty ekonomiczne związane z kosztami krycia i utrzymania źrebnej klaczy, lecze-

nia i upadkami obciążonego nimi potomstwa. Miopatia ze spichrzaniem polisacharydów jest 

chorobą o  podłożu genetycznym dziedziczoną w sposób autosomalny dominujący, której 

przyczyną jest mutacja w genie GYS1. Celem pracy było oszacowanie częstości występowania 

mutacji Arg309His w genie GYS1 dla populacji koni zimnokrwistych i huculskich. Materiał 

badawczy stanowiły cebulki włosów pobrane od 99 koni huculskich oraz 121 koni zimnokrwi-

stych. Genotypowanie przeprowadzono metodą PCR-RFLP oraz sekwencjonowaniem Sange-

ra. Wyniki wykazały obecność mutacji u koni zimnokrwistych, jak i huculskich zarówno 

w układzie heterozygotycznym, jak i homozygotycznym pod względem niekorzystnego allelu.  

 

Słowa kluczowe: koń, PCR-RFLP, PSSM1, polysaccharide storage myopathy, przewlekły mię-

śniochwat porażenny, miopatia ze spichrzaniem polisacharydów 

 

Wstęp 
 

Postęp cywilizacyjny związany był z domestykacją zwierząt i wykorzystywaniem ich do różnych celów. 

Użytkowanie koniowatych zwiększyło mobilność oraz usprawniło działania wojenne, a dodatko-

wo pozyskane surowce były źródłem pożywienia dla ówczesnej ludności. Ostatnie doniesie-

nia wskazują, że współczesne konie wywodzą się z populacji pochodzącej z regionu dolnej 

Wołgi i Donu, rozprzestrzenionej w Eurazji około 2000 lat przed naszą erą wraz z ekspansją 

kultury Sintashta (Librado i in., 2021). Udomowienie koni rozpoczęło również precyzyjną 

ukierunkowaną selekcję, w celu utworzenia różnych wyspecjalizowanych i różnorodnych 

fenotypowo populacji koni, dostosowanych do określonego typu użytkowania. Praktyki ho-

dowlane związane z użyciem nielicznej grupy ogierów znacząco zmniejszyły różnorodność 
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genetyczną koni. Począwszy od XVII wieku stosowane praktyki selekcyjne spowodowały 

wzrost odsetka mutacji determinujących występowanie chorób genetycznych do około 4% 

w skali genomu (Orlando i Librado, 2019). Rozwój technologii sekwencjonowania następnej 

generacji umożliwił poszukiwanie dokładnych lokalizacji w genomie związanych z choroba-

mi dziedzicznymi istotnymi z punktu widzenia hodowli (Finno i in., 2009; Wade i in., 2009). 

Należy do nich m. in. miopatia ze spichrzaniem polisacharydów (PSSM – ang. polysacchari-

de storage myopathy), po raz pierwszy opisana w 1992 roku przez dr Stephanie Valberg (Val-

berg i in., 1992). Obserwowana przy tym zespole chorobowym rabdomioliza wysiłkowa 

obejmuje szereg objawów związanych z uszkodzeniem mięśni poprzecznie prążkowanych, na 

co wpływają zaburzenia metabolizmu i gromadzenia glikogenu. Pierwszy opis PSSM 

w podgrupie zwierząt dotkniętych rabdomiolizą wysiłkową dotyczył koni pociągowych. Ob-

jawy choroby rozwinęły się u nich po powrocie do pracy, co poprzedzało kilka dni odpoczyn-

ku (McCue i in., 2008b). Dlatego też PSSM określano mianem choroby poniedziałkowej czy 

też świątecznej, ponieważ objawy pojawiały się po dłuższym okresie odpoczynku, w czasie 

którego stosowano dietę bogatą w zboża (Valberg i in., 2011). 

 PSSM typu I dziedziczy się w sposób autosomalny dominujący. Choroba ta spowodowana 

jest mutacją c.926G>A (Arg309His), w eksonie 6 genu GYS1 i polega na zamianie argininy (CGT) 

na histydynę (CAT). Gen GYS1 koduje syntazę glikogenu, umożliwiającą syntezę glikogenu z czą-

steczek glukozy. Mutacja ta przyczynia się do magazynowania glikogenu odpornego na amyla-

zę w mięśniach poprzecznie prążkowanych. Jego struktura charakteryzuje się znacznie mniej-

szym rozgałęzieniem niż prawidłowo zbudowana cząsteczka i przez to staje się on niedostęp-

ny dla organizmu (McCue i in., 2008b). PSSM najsilniej dotyka mięśni okolic pośladkowych, 

brzucha, pleców oraz kończyn przednich (Valberg i in., 2011). Wyróżnia się również II typ 

PSSM, który nie jest związany z mutacją genu GYS1, jednak jego genetyczne uwarunkowanie 

nie zostało dotychczas poznane (Valberg i in., 2021; Valberg i in., 2023).  

 Objawy miopatii ze spichrzaniem polisacharydów charakteryzują się: sztywnością 

mięśni, skurczami, nadmiernym poceniem się, zwiększeniem częstotliwości oddechów oraz 

trudnościami w poruszaniu się. Zdiagnozowano także podwyższoną aktywność kinazy kera-

tynowej w surowicy oraz przy dużym wysiłku także mioglobinurię (Parzyszek 

i Gruszczyńska, 2018). Stwierdzono również przypadki PSSM zachodzące bezobjawowo. 

Większość cech choroby ujawnia się u osobników w wieku około 6 lat. Zazwyczaj napad na-

stępuje po ok. 20 min po wysiłku (Valberg i in., 2011). 

 Diagnostyka choroby opiera się na przeprowadzeniu oceny molekularnej pod kątem 

mutacji w genie GYS1 oraz na podstawie biopsji mięśni i prowadzonych na nich badań histo-

logicznych, które umożliwiają wykrycie obecności glikogenu odpornego na amylazę we-

wnątrz włókien mięśni szkieletowych. Niemniej jednak badania molekularne są mniej inwa-

zyjne, nie wymagają bioptatów i w sposób jednoznaczny wskazują na możliwy przebieg mię-

śniochwatu związany z układem alleli (Naylor i in., 2012; McCue i in., 2008b). Mimo że 

PSSM należy do chorób dziedziczonych w sposób autosomalny dominujący, na wystąpienie 

objawów chorobowych duży wpływ mają czynniki zewnętrzne, takie jak odpowiednia dieta 

czy ćwiczenia (Valberg, 2018). 

 Do tej pory brakuje danych literaturowych dotyczących częstości występowania muta-

cji genu GYS1 u koni huculskich. Natomiast dane dotyczące częstości występowania mutacji 

u koni zimnokrwistych umożliwią poszerzenie wiedzy na temat PSSM1. Dlatego celem pre-

zentowanych badań jest oszacowanie frekwencji zmutowanego allelu genu GYS1 w populacji 

koni zimnokrwistych i huculskich.  
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Materiał i metody 
 

Materiał doświadczalny i izolacja DNA 

Materiał do badań pochodził od cebulek włosowych koni, które zebrane zostały w banku ma-

teriału biologicznego Instytutu Zootechniki w Zakładzie Biologii Molekularnej Zwierząt 

w Balicach. Materiał pozyskano od koni rasy huculskiej pochodzących z 4 stadnin oraz rasy 

polski koń zimnokrwisty (pkz) ze stadniny państwowej jak i od hodowców prywatnych z re-

jonu Podkarpacia i Małopolski. Izolację DNA przeprowadzono z cebulek włosowych, od 99 

koni huculskich oraz 121 polskich koni zimnokrwistych, przy użyciu komercyjnego zestawu 

do ekstrakcji DNA Sherlock AX (A&ABiotechnology). Próbki DNA przechowywano 

w temperaturze + 4°C do czasu przeprowadzenia bieżących analiz.  

 

Genotypowanie mutacji w genie GYS1 

Wyizolowane DNA wykorzystano do genotypowania mutacji rs1150416011 przy użyciu me-

tody PCR-RFLP (ang. polymerase chain reaction – restriction fragments length poly-

morphism). Startery dla badanego fragmentu genu GYS1 (F: 5' AGTGAAACATGGGAC-

CTTCTCC, R: 5' CTTAAACGGGGATCTCCTGCA) zostały dobrane przy użyciu ogólnodo-

stępnego programu Primer3Plus (3.3.0) (Untergasser i in., 2012).  

 Procedurę PCR przeprowadzono zgodnie z protokołem przy pomocy AmpliTaq 

Gold™ 360 Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Zastosowano tem-

peraturę annealingu 57°C.  

 Endonukleazaę dobrano przy użyciu programu NebCutter. W amplifikowanym frag-

mencie HpyCH4V rozpoznaje fragment TGCA i powoduje przecięcie sekwencji,  

co prowadzi do uzyskania dwóch wzorów prążkowych: G – 202 i 80 pz oraz A – 148, 80, 54,  

i 19 pz. Przeprowadzono trawienie przez 8 h w temperaturze 37°C. Następnie strawione przy 

użyciu endonukleazy uzyskane fragmenty materiału genetycznego rozdzielono elektrofore-

tycznie w 5% żelu agarozowym (Bioshop Canada Ltd.).  

 W celu potwierdzenia występowania mutacji c.926G>A amplikony pochodzące od 72 

losowo wybranych osobników zostały poddane sekwencjonowaniu Sangera przy użyciu 

BigDye™ Terminator v3.1 Cycle (Thermo Fisher Scientific) i sekwenatora kapilarnego 

3500XL (Applied Biosystems, Foster,CA, USA; Thermo Fisher Scientific). Następnie obli-

czono procentowy udział występowania poszczególnych alleli genu GYS1 dla analizowanej 

populacji koni przy użyciu programu Excel (Microsoft Office). 

 

Wyniki 
 

Sekwencjonowanie Sangera przeprowadzone dla 72 losowo wybranych osobników potwier-

dziło obecność mutacji c.926G>A. Genotypowano łącznie 220 osobników koni huculskich 

i koni zimnokrwistych. Wyniki badań wykazały obecność zmutowanego allelu A w obu anali-

zowanych populacjach koni. Frekwencja występowania koni homozygotycznych AA w obu 

populacjach wynosi 0,07, homozygot GG 0,56, natomiast heterozygot AG 0,37. Liczba hete-

rozygot stanowi 36,82% obu populacji, homozygot AA 6,82%, a homozygot GG 56,36% (tab. 

1).Frekwencja występowania allelu A wynosi 0,25, natomiast allelu G 0,75 (tab. 2).  

 Dla koni huculskich (n=99) wykazano 36 heterozygot, co stanowi 36,36% wszystkich 

koni tej rasy, 55 osobników o  genotypie GG, co stanowi 56,56% badanej populacji oraz 8 

osobników posiadających genotyp AA, co stanowi odpowiednio 8,08% badanej populacji 

(tab. 1). Natomiast frekwencja występowania homozygot AA wynosi 0,08, homozygot rece-

sywnych 0,57, a heterozygot 0,36. Frekwencja allelu A wynosi 0,26, natomiast allelu G równa 

jest 0,74 (tab. 2). 
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 Przeprowadzone analizy wykazały również obecność zmutowanego allelu  

A w populacji koni zimnokrwistych (n=121). Liczba zidentyfikowanych heterozygot wynosiła 

45, co stanowiło 37,2% wszystkich badanych koni tej rasy. Co ciekawe, 5,8% koni posiadało 

genotyp AA wykazujący obecność obu alleli związanych z PSSM1. W populacji koni zimno-

krwistych wystąpiło 69 osobników o  genotypie GG, co stanowi 57% badanej populacji (tab. 

1). W sumie frekwencja allelu A wyniosła 0,24, natomiast allelu G 0,76 (tab. 2). Wyniki ba-

dań potwierdziły zgodność uzyskanych danych z równowagą Hardy’ego-Weinberga zarówno 

dla populacji koni huculskich (0,07+0,38+0,55=1), zimnokrwistych (0,06+ 0,36+ 0,58=1), jak 

i łącznie obu analizowanych populacji (0,06+0,38+0,56=1) (tab. 2). 

 
Tabela 1. Frekwencje genotypów w badanych populacji koni huculskich i zimnokrwistych 

Table 1. Genotype frequencies in the studied populations of Hucul and cold-blooded horses 

 

Genotyp 

Genotype 

Konie huculskie 

Hucul horses 

Konie zimnokrwiste 

Cold-blooded horses 

Łącznie konie 

huculskie i zimnokrwiste 

Total Hucul and cold-blooded 

horses 

n % n % n % 

homozygoty dominujące 

dominant homozygotes 

8 8,08 7 5,8 15 6,82 

heterozygoty 

heterozygotes 

36 36,36 45 37,2 81 36,82 

homozygoty recesywne 

recessive homozygotes 

55 56,56 69 57 124 56,36 

 

 

Tabela 2. Frekwencje genów w badanych populacji koni huculskich i zimnokrwistych 

Table 2. Gene frequencies in the studied populations of Hucul and cold-blooded horses 

 

Gen 

Gene 

Konie huculskie 

Hucul horses 

Konie zimnokrwiste 

Cold-blooded horses 

Łącznie konie  

huculskie i zimnokrwiste 

Total Hucul and cold-blooded horses 

Frekwencja allelu A 

Allele A frequency 

0,26 0,24 0,25 

Frekwencja allelu G 

Allele G frequency 

0,74 0,76 0,75 

Równowaga Hardy’ego-

Weinberga Hardy-

Weinberg equilibrium 

 

0,07+0,38+0,55=1 0,06+ 0,36+ 0,58=1 0,06+0,38+0,56=1 

 

 

Omówienie wyników 
 

Miopatia ze spichrzaniem polisacharydów należy do chorób dziedziczonych  

w sposób autosomalny dominujący, zaś jej główną przyczyną jest występowanie mutacji 

Arg309His w genie GYS1. Celem prezentowanej pracy było określenie częstotliwości wystę-

powania mutacji w populacji polskich koni zimnokrwistych i huculskich. Poznanie częstości 

występowania mutacji dla tych populacji jest cenną informacją dla hodowców  

w zakresie monitorowania zdrowia i użytkowości koni.  

 Mutacja w genie GYS1 odpowiadająca za wystąpienie PSSM1 została jak dotąd opisa-

na u 30 ras koni i charakteryzowała się różną częstotliwością występowania. Dla populacji 

koni belgijskich, należących do grupy koni zimnokrwistych, frekwencja występowania allelu 

A wynosiła 0,242 dla 149 przebadanych osobników (McCue i in., 2010). Wysoką frekwencję 

zmutowanego allelu A genu GYS1 wynoszącą 0,346 stwierdzono również 

u północnoamerykańskich zimnokrwistych koni perszeron (McCue i in., 2010). Frekwencja 

występowania allelu A dla zimnokrwistych koni belgijskich jest wartością odpowiadającą 

wynikom uzyskanym w badaniach własnych, gdzie frekwencja występowania allelu A dla 
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koni zimnokrwistych wynosi 0,24. Natomiast frekwencja zmutowanego allelu A koni persze-

ron jest wyższa w porównaniu do frekwencji uzyskanej dla koni zimnokrwistych przedsta-

wionych w prezentowanej pracy i wynoszącej 0,24.  

 Frekwencja występowania zmutowanego allelu A genu GYS1 oraz homozygotyczność 

pod względem tej mutacji jest powszechna u północnoamerykańskich koni pociągowych oraz 

niemieckich koni zimnokrwistych, co jest zbieżne z wynikami uzyskanymi w prezentowanej 

pracy, które wskazują na występowanie frekwencji wynoszącej 0,24 zmutowanego allelu 

u polskich koni zimnokrwistych. Mutacji GYS1 nie stwierdzono natomiast u koni pełnej krwi 

angielskiej, kuców walijskich oraz u norweskich fiordów (McCue i in., 2010). 

 W innej pracy stwierdzono obecność 11% osobników homozygotycznych pod wzglę-

dem mutacji GYS1 dotkniętych PSSM u koni rasy perszeron oraz koni belgijskich (McCue 

i in., 2008a). Zaobserwowano również udział europejskich koni w typie pociągowym posiada-

jących mutację w genie GYS1, który wynosił 62% dla 403 zgenotypowanych koni (Baird i in., 

2010). W prezentowanej pracy dla badanej populacji koni huculskich (n=99) stwierdzono 

obecność: 36,36% heterozygot oraz 8,08% homozygot dominujących, natomiast dla koni 

zimnokrwistych (n=121): 37,2% heterozygot oraz 5,8% homozygot dominujących.  

 Szacuje się, że mutacja allelu genu GYS1 Arg309His powstała około 1200–1500 lat 

temu. Sugeruje to, że dawniej była ona preferowana podczas doboru naturalnego oraz ko-

rzystna dla zwierząt odżywiających się nieregularnie i żyjących w trudnych warunkach 

(McCue i in., 2008b). Uważa się, że stare rasy pociągowe posiadają wysoki odsetek mutacji 

w genie GYS1. Może to wynikać z selekcji prowadzonej przez hodowców po drugiej wojnie 

światowej. Mutacja ta była korzystna u osobników ciężko pracujących i spożywających po-

karmy ubogie w cukry. Dlatego też w wyniku tzw. zjawiska wąskiego gardła mutacja GYS1 

występuje z wysoką frekwencją u tych koni (McCue i in., 2008a).  

 W prezentowanej pracy po raz pierwszy podjęto się analizy mutacji genu GYS1 u koni 

huculskich. Częstotliwość występowania zmutowanego allelu A u koni tej rasy wynosi 26%, 

co stanowi wyższą wartość w porównaniu do polskich koni zimnokrwistych, którą oszacowa-

no na 24%. Konie huculskie wywodzą się z Huculszczyzny i są potomkami wielu ras koni, 

m.in. tatarskich czy tureckich. Bytowały one w surowych mroźnych warunkach ubogich 

w pożywienie. Wraz ze zwiększeniem zainteresowania tą rasą w połowie XIX wieku pojawiła 

się ich ukierunkowana hodowla (Bordzoł i Jackowski, 2008). Zwierzęta miały stały dostęp do 

pożywienia oraz żyły w stabilnych warunkach. Prawdopodobnie mogła wówczas nastąpić 

niekorzystna zmiana sprzyjająca wystąpieniu objawów chorobowych PSSM, które dawniej 

pomagały ich przodkom przetrwać. Stwierdzono, że stosowanie diety wysokotłuszczowej 

o  niskiej zawartości skrobi u koni heterozygotycznych pod względem mutacji genu GYS1 

przyczynia się do zwiększenia tolerancji koni na wysiłek fizyczny i zmniejszenie objawów 

chorobowych PSSM (Ribeiro i in., 2004). W porównaniu do polskich koni zimnokrwistych, 

u których występuje 37,2% nosicieli mutacji, u koni huculskich ich frekwencja wynosi 

36,36%. Są to zbliżone wartości, które mogą wskazywać na podobieństwo w występowaniu 

u tych ras liczby osobników heterozygotycznych. 

 Inne badania wykazały obecność 22,8% heterozygot oraz 1,2% homozygot dominują-

cych na 167 genotypowanych koni rasy quarter horse (McCue i in., 2008a). Uważa się, że ok 

6–12% koni rasy quarter horse żyjących w Stanach Zjednoczonych jest dotkniętych zespołem 

PSSM (McCue i Valberg, 2007). Prowadzono również badania na koniach rasy norman cob, 

które były potomkami 10 ogierów założycieli i nie przekroczyły siódmego pokolenia. Stwier-

dzono, że na 52 badanych osobników wystąpiło 19 koni dotkniętych PSSM. Autorzy wskazu-

ją na prawdopodobieństwo wystąpienia mutacji GYS1 u ogierów założycieli, którzy przekaza-

li ją potomstwu (Herszberg i in., 2009). Ukierunkowana i niezwykle intensywna hodowla 

zarówno koni quarter horse, jak i norman cob sprzyjała wystąpieniu choroby. Może być to 

zjawisko podobne do tego, które zaszło u koni huculskich. Intensywnie prowadzona hodowla 
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mogła przyczynić się do powielenia niepożądanej mutacji wywołującej PSSM1. Ponadto 

w badaniach przedstawionych w pracy McCoy i in. (2014) z zastosowaniem analizy rozsze-

rzonej homozygotyczności haplotypów (ang. Extended Haplotype Homozygosity, EHH) wy-

kazano, że allel G typu dzikiego posiada otaczające go haplotypy o  większej różnorodności 

niż allel A posiadający znacznie wydłużony haplotyp podstawowy. Rdzenie haplotypów 

o  wysokiej wartości EHH i wysokiej częstości w populacji wskazują mutacje, których czę-

stość w populacjach wzrasta szybciej pod wpływem selekcji. Oznacza to, że zmiany 

w haplotypach nie wynikają wyłącznie z procesów demograficznych, lecz wpływ na nie ma 

również sposób prowadzenia selekcji w hodowlach koni belgijskich i quarter horse (McCoy 

i in., 2014). 

 Na podstawie badań prowadzonych na koniach quarter horse wykazano, że na nasile-

nie objawów PSSM ma również wpływ mutacja w obrębie receptora ryanodyny RYR1 

Arg2454 w eksonie 46. Zaś obecność w genomie mutacji zarówno w genie GYS1, jak i RYR1 

przyczynia się do wystąpienia cięższych objawów klinicznych PSSM (McCue i in., 2009). 

Inne badania wykazały, że wpływ na częstość występowania mutacji GYS1 mają również ta-

kie czynniki jak strategie kojarzenia koni, czy chów wsobny, polegający na dopuszczaniu do 

rozrodu osobników spokrewnionych. Natomiast na podstawie badań przeprowadzonych  

na koniach austrian noriker stwierdzono, że największy procent osobników posiadających 

dwa warianty mutacji w genie GYS1 występował u koni maści kasztanowatej, który stanowił 

54% u klaczy i 62% u ogierów (Druml i in., 2017). Przytoczone badania wskazują na wystę-

powanie wielu czynników determinujących mutację genu GYS1 oraz wystąpienie objawów 

chorobowych PSSM. Dlatego też należy brać pod uwagę wiele czynników mogących mieć 

wpływ na wystąpienie wysokiej frekwencji zmutowanego genu GYS1 w przedstawionych 

populacjach koni zimnokrwistych i huculskich.  

 Co ciekawe, badania wykazały, że występują istotne różnice w nasileniu objawów 

PSSM pomiędzy heterozygotami i homozygotami pod względem mutacji genu GYS1. Stwier-

dzono, że u homozygot dominujących występuje wyższy stopień podskórnej wakuolizacji 

i wyższa zawartość polisacharydów odpornych na amylazę w mięśniach szkieletowych, 

w porównaniu z osobnikami heterozygotycznymi. Wskazuje to na istotność prowadzenia ba-

dań genetycznych chorych osobników w celu dobrania odpowiedniej terapii (Naylor i in., 

2012).  

 Wyniki uzyskane w prezentowanej pracy wskazują na wysoki odsetek osobników po-

siadających zmutowany allel genu GYS1 zarówno u polskich koni zimnokrwistych, jak 

i huculskich. Przytoczone prace sygnalizują znaczący wpływ intensywnie prowadzonej ho-

dowli, chowu wsobnego na wystąpienie mutacji genu GYS1 oraz sposobu odżywiania, jak 

i czynników środowiskowych na stopień występowania objawów chorobowych PSSM u koni. 

Badania genetyczne są bardzo ważnym elementem umożliwiającym podjęcie odpowiedniej 

terapii i umożliwiają monitorowanie zmian zachodzących w obrębie ras.  
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SUMMARY 

 

The incidence of genetically based diseases is a major breeding problem involving economic 

losses due to the costs of mating and keeping in-foal mares, the treatment and the mortality of 

the offspring affected. Polysaccharide storage myopathy is a hereditary (autosomal dominant) 

disease caused by a mutation in the GYS1 gene. The aim of this study was to estimate the 

prevalence of the Arg309His mutation in the GYS1 gene for cold-blooded and Hucul horse 

populations. The study material consisted of hair roots collected from 99 Hucul horses and 

121 cold-blooded horses. Genotyping was performed by PCR-RFLP and Sanger sequencing. 

The results showed the presence of mutations in both cold-blooded and Hucul horses, both 

heterozygous and homozygous for the unfavourable allele.  
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