
Streszczenie
Wprowadzenie. Polimorfizm w kodonie 129 (metionina/walina) genu prnp wpływa na kliniczną prezentację po−
staci dziedzicznych i pozagenetycznych chorób prionowych. U 37% populacji kaukaskiej występuje homozygo−
tyzm dla metioniny, a u 12% homozygotyzm dla waliny w kodonie 129 genu białka prionowego.
Cel pracy. Oznaczenie polimorfizmu w kodonie 129 w zdrowej populacji Dolnego Śląska.
Materiał i metody. Badania przeprowadzono u 105 osób ze zdrowej populacji Dolnego Śląska (48 kobiet i 57
mężczyzn) na DNA wyizolowanym z krwi obwodowej. Reakcję PCR i analizę sekwencji kodonu 129 w ABI−310
wykonano według standardowych procedur. Ocenę wyników badań uzyskano za pomocą programu Genescan (Ap−
plied Biosystems).
Wyniki. Analiza molekularna wykazała, że częstość występowania homozygot metionina/metionina wynosiła
46,7%, homozygot walina/walina 5,7% i heterozygot metionina/walina 47,6%.
Wnioski. Genetyczna analiza genu prnp wskazuje na przewagę heterozygot Met/Val w kodonie 129 w populacji
Dolnego Śląska (Adv Clin Exp Med 2005, 14, 4, 671–675).
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Abstract
Background. The codon 129 polymorphism in prion protein gene (prnp) results from either a methionine residue
(Met) or a valine residue (Val).This polymorphism has a phenotypic influence on both inherited as well non−gene−
tic forms of prion diseases. Met/Met homozygotes were observed in 37% while Val/Val homozygotes in 12% of
normal Caucasian population. 
Objectives. Investigation of codon 129 polymorphism in healthy population of Lower Silesia.
Material and Methods. We characterized the valine and methionine alleles frequency at codon 129 in 105 indivi−
duals representing the normal population of Lower Silesia (48 female and 57 male). Analyses were performed on
DNA isolated from peripheral blood lymphocytes. PCR reactions and analysis of 129 codon sequence in ABI−310
were carried out following standard procedures using Genescan software (Applied Biosystems).
Results. Molecular analysis of codon 129 showed homozygosity for Met/Met in 46.7% of cases, homozygosity for
Val/Val in 5.7% and heterozygosity for Met/Val in 47.6%.
Conclusion. A genetic analysis of the prion protein gene showed overrepresentation of heterozygosity for Met/VAl
at the polymorphic codon 129 in population of Lower Silesia (Adv Clin Exp Med 2005, 14, 4, 671–675).
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Choroby wywołane prionami (prion diseases),
tzw. pasażowalne encefalopatie gąbczaste (TSE 
– transmissible spongiform encephalopaties), cha−
rakteryzują się zmianami degeneracyjnymi w obrę−
bie ośrodkowego układu nerwowego. Ich przyczyną

jest defekt w glikoproteinie błonowej obecnej głów−
nie w tkance nerwowej, tzw. białku prionowym (PrP
– prion protein). Priony (proteinaceous infectious
particles prion) są białkami prawidłowo występują−
cymi w neuronach mózgowia (PrPC – izoforma ko−



mórkowa), biorą udział w stabilizacji komórek móz−
gowych, w regulacji rytmu snu i czuwania oraz
w procesach uczenia się i zapamiętywania. Białko
prionowe jest kodowane przez gen prnp (prion pro−
tein gene), który jest umiejscowiony w ramieniu krót−
kim chromosomu 20. Przekształcenie prawidłowego
białka prionowego (PrPC) w białko patogenne 
(PrPSc) polega na zmianie jego konformacji prze−
strzennej. W budowie PrPC dominują struktury 
α−helikalne i β−kartki, w PrPSc występują głównie
struktury β−kartki. Zmiana konformacji prawidło−
wego białka prionowego, spontaniczna bądź indu−
kowana postacią zakaźną prionu, powoduje groma−
dzenie się patogennej formy białka w komórce, a na−
stępnie jej obumieranie. Przekazywanie konformacji
przez PrPSc i przekształcanie PrPC jest reakcją auto−
kataliczną, łańcuchową, która rozprzestrzenia się
w mózgu, powodując degenerację neuronów [1]. 

Choroby prionowe mogą być nabyte (zakaźne),
dziedziczne lub sporadyczne [2, 3]. Około 5–15%
przypadków jest dziedziczonych (autosomalnie do−
minujący tor dziedziczenia) [2]. Choroby prionowe
u ludzi są typowo klasyfikowane według fenotypu
jako: kuru, choroba Gerstmanna−Sträusslera−Schein−
kera (GSS – Gerstmann−Sträussler−Scheinker disea−
se), śmiertelna rodzinna bezsenność (FFI – fatal fa−
milial insomnia), choroba Creutzfeldta−Jakoba (CJD
– familial Creutzfeldt−Jakob disease). 

Mutacje genu prnp wykryto we wszystkich
przypadkach rodzinnego występowania chorób
prionowych [4, 5]. Rola mutacji w cząsteczce PrP
polega prawdopodobnie na destabilizacji jej struk−
tury przestrzennej, co ułatwia jej konwersję do izo−
formy patogennej. Patogenne białko prionowe cha−
rakteryzuje się zmiennością właściwości bioche−
micznych zależnie od różnych typów mutacji w ge−
nie prnp [6]. Oprócz mutacji patogennych (najczę−
stsze to mutacje punktowe, insercje, delecje) zróż−
nicowanie białka prionowego wynika z występo−
wania polimorfizmów [7]. Jeden z istotnych poli−
morfizmów to zróżnicowanie nukleotydów w ko−
donie 129 prnp warunkującym metioninę (Met) lub
walinę (Val). Polimorfizm ten nie wywołuje skut−
ków patogennych, ale może wpływać na przebieg
choroby prionowej (czyli jej kliniczno−patologicz−
ne objawy) i może być związany ze zwiększoną
wrażliwością na zachorowanie na chorobę priono−
wą (homozygoty są bardziej predysponowane do
wystąpienia choroby) [7–10]. Celem pracy było
oznaczenie polimorfizmu w kodonie 129 genu
prnp w zdrowej populacji Dolnego Śląska.

Materiał i metody
Grupę badaną stanowiło 105 osób, które

zgłosiły się do Zakładu Medycyny Sądowej Aka−
demii Medycznej we Wrocławiu w celu wykona−

nia analizy genetycznej w związku z ustaleniem
spornego ojcostwa. Wśród badanych było 48 ko−
biet i 57 mężczyzn. Średnia wieku wynosiła
25 lat. W wywiadzie nie podali jakichkolwiek
schorzeń lub dolegliwości. Istniejące przepisy
prawne o tajemnicy genetycznej pozwalają na
przeprowadzanie badań naukowych takich próbek
pod warunkiem pozbawienia ich oznaczeń
umożliwiających identyfikację, co uczyniono.

Badania przeprowadzono na DNA wyizolo−
wanym z krwi pełnej pobranej na 3,8% cytrynian
sodu. Izolację DNA wykonano metodą standardo−
wą. DNA amplifikowano z użyciem primerów
PrPF i PrPR (amplifikator UNO−Thermoblock fir−
my Biometra, Niemcy). Sekwencje primerów
skonstruowano na podstawie sekwencji genu prnp
zaczerpniętej z banku genów NCBI GeneBank Se−
quence Viewer.

Sekwencja użytych primerów:
PrPF 5’ CTC TGC AAG AAG CGC CCG

AAG CCT 3’
PrPR 5’ GCC TGC TCA TGG CAC TTC

CCA GCA 3’
PrPSNAP 5’ TG GTG GGG GGC CTT GGC

GGC TAC 3’
Do każdej reakcji PCR stosowano około 170 ng

genomowego DNA, 30 pmol każdego z primerów,
2 U polimerazy DyNAzyme II Polymerase (Finnzy−
mes, Finlandia), 200 µM każdego z deoksynukleo−
tydów oraz 10x bufor do PCR, zawierający 15 mM
MgCl2 (PE Applied Biosystems, USA). Amplifika−
cja przebiegała według schematu: 95°C 11 min, 30
cykli: 94°C 1 min, 70°C 1 min, 72°C 2 min, następ−
nie końcowa elongacja 60°C 45 min.

Długość amplifikowanego fragmentu wynosi−
ła 349 pz (par zasad).

Minisekwencjonowanie

Otrzymany po amplifikacji produkt oczy−
szczono za pomocą zestawu QIAquick PCR Puri−
fication Kit (Qiagen, Niemcy). Do reakcji minise−
kwencjonowania wykorzystano zestaw ABI
PRISM SNapShot ddNTP Primer Extention Kit
(PE Applied Biosystems, USA). Po przyłączeniu
primerów PrPR i PrPSNAP do sekwencji komple−
mentarnej, położonej w bezpośrednim sąsiedztwie
pozycji SNP, polimeraza „AmpliTaq DNA Poly−
merase FS” dobudowuje znakowany fluorescen−
cyjnie pojedynczy dideoksynukleotyd ([F]ddNTP)
do końca 3’ startera na zamplifikowanej i oczy−
szczonej matrycy DNA. Po reakcji wydłużania
i detekcji niezwiązane dideoksynukleotydy zosta−
ły enzymatycznie usunięte za pomocą enzymu
SAP (Sigma, USA).
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Elektroforeza

Produkty minisekwencjonowania analizowa−
no w kapilarnym analizatorze genetycznym ABI
310 (PE Biosystems Applied, USA) za pomocą
programu GeneScan Analysis Software version
2.1. Produkty po zawieszeniu w formamidzie HD
(Sigma, USA) i denaturacji w 95°C poddano elek−
troforezie kapilarnej z detekcją fluorescencji wzbu−
dzanej światłem lasera argonowego (488 nm).
Otrzymane elektroforegramy są funkcją zależno−
ści natężenia fluorescencji od czasu oraz liczby
skanów. Allele są przedstawiane w postaci koloro−
wych pików (według [F]ddNTP: A – dR6G zielo−
ny, C – dTAMRA czarny, G – dR110 niebieski, T –
dROX czerwony). Analizę statystyczną przepro−
wadzono za pomocą testu t−Studenta oraz testu χ2,
który sprawdza zgodność rozkładu badanych ge−
notypów z prawem Hardego−Weinberga.

Wyniki

W badanej populacji Dolnego Śląska stwier−
dzono, że częstość występowania alleli w kodonie
129 wynosiła odpowiednio 70% Met i 30% Val.
Wśród 105 osób badanych było 49 homozygot
metionina/metionina (Met/Met) (46,7%), 6 homo−
zygot walina/walina (Val/Val) (5,7%) i 50 hetero−
zygot metionina/walina (Met/Val) (47,6%). Wyni−
ki są istotne statystycznie (p < 0,05; test t−Studen−
ta) oraz statystyczne różnice względem oczekiwań
są również istotne (p ~ 0,15; test χ2 ). Wyniki
przedstawiono w tabeli 1. i 2. oraz na ryc. 1.

Omówienie

W populacji kaukaskiej (rasa biała) kodon 129
genu prnp koduje w 62,5% metioninę, a w 37,5%
walinę. W przedstawianych badaniach w populacji
Dolnego Śląska rozkład częstości występowania
Met i Val jest podobny (odpowiednio 70% i 30%).
Przyjmuje się, że większość, bo około 51% rasy
białej, jest heterozygotyczna (Met/Val), około 37%
to homozygoty dla kodonu metioniny (Met/Met),
a około 12% – homozygoty dla kodonu waliny
(Val/VAl) [2, 6, 11]. W przeprowadzonych bada−
niach na Dolnym Śląsku rozkład częstości wystę−
powania poszczególnych genotypów był następu−
jący: heterozygoty – 47,6%, homozygoty dla Met –
46,7% oraz homozygoty dla Val – 5,7%. Podobne
wyniki otrzymał Zimmermann et al., którzy badali
populację środkowej Europy: 48,7% heterozygot,
43% homozygot dla metioniny i 8,3% homozygot
dla waliny [12]. Collinge et al. badając polimor−
fizm w kodonie 129 u 106 osób zdrowej populacji

kaukaskiej stwierdzili, że 54 osoby były heterozy−
gotami, 39 osób było homozygotami dla Met i 13
homozygotami dla Val [13]. Grupa badana w popu−
lacji dolnosląskiej była podobna pod względem li−
czebności, stwierdzono: 50 heterozygot, 49 homo−
zygot dla Met i 6 homozygot dla Val. Niewielkie
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Tabela 1. Polimorfizm w kodonie 129 w grupie badanych
105 osób

Table 1. Codon 129 polymorphism in the group of 105
individuals

Płeć Kodon 129
(Gender) Met/Met Met/Val Val/Val

Kobiety 21 23 4
(Female)

Mężczyźni 28 27 2
(Male)

Ogółem (%) 49 (46,7) 50 (47,6) 6 (5,7)
(Total)

Tabela 2. Częstość alleli i genotypów w kodonie 129
w grupie 105 badanych (0,1 < p < 0,2)

Table 2. Allele and genotype frequencies at codon 129 
in the study group (0.1 < p < 0.2)

Genotyp Liczba Liczba χ2 Częstość 
(Genotyp) otrzymana spodziewana alleli

(Obtained (Expected (Allele 
value) value) frequency)

Met/Met 49 51,5 0,1 Met = 0,70

Met/Val 50 44,1 0,8

Val/Val 6 9,5 1,3 Val = 0,30

Razem 105 105,1 2,2 1,00
(Total)
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Ryc. 1. Schemat rozkładu częstości (%) występowania
polimorfizmu w kodonie 129 (Met/Met, Met/Val
i Val/Val) w zależności od płci badanych

Fig. 1. Distribution of polymorphism frequency
(Met/Met, Met/Val, Val/Val) at codon 129 depending
on the gender of studied individuals



różnice w częstości występowania homozygot
w obu grupach badanych mogą wynikać z gene−
tycznych różnic populacyjnych.

Polimorfizm nukleotydowy kodonu 129 genu
prnp kodującego Met lub Val odgrywa rolę w feno−
typowej ekspresji różnych chorób prionowych spo−
radycznych, dziedzicznych oraz jatrogennych [9,
14, 15]. Polimorfizm ten ma wpływ na predyspo−
zycję do zachorowania na formy sporadyczne i in−
fekcyjne CJD [5, 9]. W grupie jatrogennych i spo−
radycznych form CJD dominuje genotyp homozy−
gotyczny kodonu 129 (Met/Met lub Val/Val) [6].
Collinge i Rossor podali, że w większości jatrogen−
nych i sporadycznych przypadków CJD stwierdzo−
no homozygoty Met/Met w kodonie 129 genu prnp
[16]. Według Liberskiego et al. [3] w sporadycz−
nych przypadkach CJD (w tym jatrogennych, jak
np. zarażenie w wyniku podania leku, np. czynnika
wzrostu) w kodonie 129 przeważają allele Met/Met
lub Val/Val. Także we wszystkich opisanych przy−
padkach vCJD stwierdzono homozygotyczność dla
Met w kodonie 129, co sugeruje, że u osób tych za−
chodzi albo zwiększona wrażliwość na wystąpie−
nie, albo krótszy okres inkubacji vCJD [10]. Po−
twierdzałoby to sugestie Collinge’a et al. [13], że
genotypy homozygotyczne Val/Val i Met/Met
sprzyjają niestabilnośći struktury białka prionowe−
go i zmianom konformacyjnym, a genotypy hete−
rozygotyczne stanowią pewną „ochronę” przed ja−
trogennymi postaciami CJD. Tłumaczyłoby to po−
datność populacji plemienia Fore na epidemię ku−
ru, w której występuje 50% homozygotyczności
Val/Val (około 10% w Europie i USA) [17]. 

Kodon 129 ma również wpływ na fenotyp ro−
dzinnych form chorób prionowych. Najlepszym
przykładem jest determinacja fenotypu choroby
rozwijającej się w wyniku mutacji kodonu 178.
Mutacja ta może objawiać się klinicznie jako CJD,
jeśli jest sprzężona z obecnością waliny w kodonie
129, lub jako FFI, gdy kodon 129 koduje metioni−
nę [14, 18]. 

Według Kovacs et al. polimorfizm w kodonie
129 ma wpływ na fenotyp w dziedzicznych formach
chorób prionowych tak samo jak w niegenetycznych
formach i oprócz dodatkowych czynników może
być rozważany jako tło fenotypowej zmienności [7].
Montana et al. zaobserwowali różnice w fenotypie
FFI zależnie od polimorfizmu w kodonie 129:
Met/Met i Met/Val [19]. Schulz−Schaeffer et al.
stwierdzili, że pacjenci z CJD będący homozygota−
mi dla waliny byli średnio ponad 5 lat młodsi niż pa−
cjenci będący homozygotami dla metioniny lub he−
terozygotami w kodonie 129 [20]. Według Parchi
et al. korelacja typu PrP z polimorfizmem kodonu
129 prnp umożliwiła nową klasyfikację CJD [8].

W wielu badaniach nie stwierdzono prostej za−
leżności między polimorfizmem w kodonie 129
a określonym fenotypem, chociaż w poszczegól−
nych chorobach prionowych polimorfizm ten (sam
lub w sprzężeniu z różnymi mutacjami) może mo−
dyfikować przebieg choroby. Mimo więc patogen−
nego wpływu tego polimorfizmu, istotne wydaje
się oznaczanie go u chorych ze względu na pro−
gnozowanie przebiegu choroby, chociaż do tej po−
ry oficjalnie w Polsce niezarejestrowanej, ale
możliwej do wystąpienia. 
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